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aa    amino acid(s)  
A. bidest.   bidestilliertes Wasser  
A. thaliana   Arabidopsis thaliana  
Abb.    Abbildung  
ACTH   Adenocorticotropes Hormon  
ADP    Adenosindiphosphat  
AS    Aminosäure(n)  
ATP    Adenosintriphosphat  
bp    Basenpaare  
BSA    Bovine Serum Albumine  
bzw.    beziehungsweise  
CAPS   3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsäure  
Da    Dalton  
d.h.    das heißt  
DTNB   2,2‘-Dinitro-5,5‘-dithiodibenzoesäure  
DTT    Dithiothreitol  
E-64    trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butan  
E.C.    Enzyme Commission  
E. coli   Escherichia coli  
EDTA   Ethylen-diamin-tetraessigsäure  
EMM    Edinburgh Minimalmedium  
GSH    Glutathion  
GSSG   oxidiertes Glutathion  
H. sapiens   Homo sapiens  
HEPES   4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsäure  
HPLC   High Performance Liquid Chromatography  
IMAC    Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography  
IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactosid  
kDa    kilo Dalton  
MALDI-TOF-MS  Matrix-assisted laser desorption / ionisation time-of-flight 
mass spectrometry 
Mbp    Megabasenpaare  
  VI 
MPD    2-Methyl-2,4-pentandiol  
MES    2-Morpholino-ethansulfonsäure  
MW    Molekulargewicht  
NADH   Nicotinamid-adenin-dinucleotid  
ORF    Open Reading Frame  
P    Ploidie  
p.A.    pro analysi  
P. angusta   Pichia angusta  
P. pastoris   Pichia pastoris  
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
PC    Phytochelatin(e)  
PCR    Polymerase Chain Reaction  
PEG    Polyethylenglykol  
PMSF   Phenylmethansulfonylfluorid  
Pwo    Pyrococcus woesei  
PVDF   Poly(vinyliden-difluorid) 
RP-HPLC   Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography  
rpm    rotations per minute  
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae  
S. pombe   Schizosaccharomyces pombe  
SDS    Natriumdodecylsulfat  
Tab.    Tabelle  
Taq    Thermus aquaticus  
TFA    Trifluoressigsäure  
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  
U    Unit  
X-Gal    5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid  
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1 Einleitung  
 
1.1 Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe  
 
Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wurde erstmalig 1893 von Lindner 
als Isolat aus ostafrikanischem Hirsebier beschrieben.  
Der Gattungsname der Hefe Schizosaccharomyces leitet sich von der 
charakteristischen Art der vegetativen Vermehrung, einer Querteilung in der 
Äquatorialebene der Zelle, ab. Lindner schrieb: „Der Spaltung einer Zelle geht 
das Auftreten einer Querwand voraus, die sich sogleich von außen nach innen 
zu theilen beginnt. (...) Diese Hefe stellt in morphologischer Hinsicht einen 
durchaus eigenartigen Typus dar; sie kann füglich als Spalthefe bezeichnet 
werden; da sie sich außer durch Sporen lediglich durch Spaltung vermehrt. Eine 
Sprossung, wie wir sie bei der Bierhefe finden, kommt hier gar nicht vor. (...) 
Den Namen Schizosaccharomyces habe ich gewählt einerseits, um dem 
wesentlichen Unterschied, der in morphologischer Beziehung gegenüber dem 
Genus Saccharomyces besteht, einen prägnanten Ausdruck zu geben und 
andererseits, um den gemeinsamen Charakteren, als da sind Sporenbildung 
und Gährvermögen, Rechnung zu tragen.“ (Lindner, 1893).   
Der Artname pombe geht auf das Wort für Bier, „pombe“, in der afrikanischen 
Sprache Swahili zurück.   
 
Taxonomisch wird die Spalthefe in die Klasse der Ascomyceten eingeordnet. 
Die Schizosaccharomyces-Linie trennte sich vor der Aufspaltung der übrigen 
Ascomyceten in Sproßhefen und filamentöse Ascomyceten und bildete einen 
eigenen Ast der Archaeascomyceten (Abb. 1).   
 
Wildtyp-Stämme der Spalthefe liegen im überwiegenden Teil ihres Zellzyklus in 
der haploiden Phase vor. Bei Nährstoffmangel können haploide Zellen 
unterschiedlichen Paarungstyps (h+, h-) zu einer Zygote verschmelzen. Eine 
meist unmittelbar eintretende Meiose führt zur Bildung von 4 Ascosporen, die 
zu neuen, haploiden Zellen auswachsen können. Unter reichem Nährstoff-
angebot können sich diploide Zellen jedoch auch durch Mitose vermehren. 
Haploide Zellen können eine Länge von etwa 12 - 15 µm, diploide Zellen von 
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etwa 20 - 25 µm erreichen. Das 14 Mbp große Kerngenom enthält circa 7000 
Gene, die auf drei Chromosomen von 3,5, 4,6 und 5,7 Mbp angeordnet sind 
(Moreno et al., 1991; Wood et al., 2002).  
 
Ascomyceten
Archaeascomyceten
Hemiascomyceten
(Sproßhefen)
Schizosaccharomyces pombe
Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
Pichia pastoris
Euascomyceten
(filamentöse Ascomyceten)
Neurospora crassa
Aspergillus nidulans
Penicillium chrysogenum  
 
Abb. 1: Übersicht über die Einordnung der Spalthefe S. pombe innerhalb der Klasse der 
Ascomyceten (nach F. Lang). 
 
Heute stellt die Spalthefe S. pombe als einzelliger eukaryotischer Organismus 
neben der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae einen bedeutenden 
Modellorganismus zur Untersuchung zellulärer Funktionen eukaryotischer 
Zellen dar (Zinser & Daum, 1995).  
Die Spalthefe ist zum einen leicht zu kultivieren sowie genetisch gut zu 
manipulieren. Zum anderen ist sie cytologisch, genetisch und 
molekularbiologisch gut charakterisiert; die Sequenz ihres Genoms liegt 
vollständig vor.  
Hinsichtlich Chromosomenstruktur, Kontrolle des Zellzyklus, Signaltransduktion 
und RNA-Splicing ähnelt S. pombe höheren Eukaryoten (Sipiczki, 1989; 
Russell, 1989). Einige Gene aus Säugetieren konnten durch Komplementation 
des mutierten Homologs in S. pombe isoliert werden (Lee & Nurse, 1987).  
Während bei der Expression eukaryotischer Proteine in bakteriellen Wirten 
häufig fehlgefaltete Varianten gebildet werden, findet man bei S. pombe meist 
korrekt gefaltete Proteine, die zudem noch in hohem Maße die bei höheren 
Eukaryoten natürlicherweise vorkommenden posttranslationalen Modifizierun-
gen wie Phosphorylierungen und Acetylierungen enthalten (Lu et al., 1997). 
Zahlreiche Beispiele für Fremdproteine, die in S. pombe funktional exprimiert 
wurden, stellten Giga-Hama & Kumagai (1999) zusammen.  
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Gegenüber S. cerevisiae besteht der Vorteil, daß bei S. pombe die Initiation der 
Transkription ähnlicher im Vergleich zu höheren Eukaryoten ist. Dies gilt auch 
für den Splicing-Apparat (Käufer & Potashkin, 2000). Häufig waren intronhaltige 
eukaryotische Gene, deren Expression in S. cerevisiae  fehlschlug, in S. pombe 
exprimierbar (Giga-Hama & Kumagai, 1999).  
Auch hinsichtlich der Mechanismen zur Detoxifizierung von Schwermetall-Ionen 
ähnelt S. pombe eher höheren Eukaryoten. In Gegenwart von Cadmium werden 
bei vielen Pflanzen und einigen Hefen – darunter auch S. pombe – sogenannte 
Phytochelatine gebildet (Grill et al. 1985; Rauser, 1995), welche die 
Schwermetallionen in der Zelle komplexieren. Die Chelatkomplexe werden, wie 
für S. pombe beschrieben (Ortiz et al., 1992; Ortiz et al., 1995), über einen 
ATP-abhängigen Transporter in die Vakuole transportiert und so für die Zelle 
unschädlich gemacht. Phytochelatine sind kurze Peptide der Struktur (γ-Glu-
Cys)n-Gly mit einer Anzahl n der (γ-Glu-Cys)-Einheiten von 2 bis 11. Ihre 
Bildung wird katalysiert durch die Phytochelatinsynthase, die bei S. pombe 
durch das PCS1-Gen codiert wird (Ha et al., 1999; Clemens et al., 1999). Als 
Vorstufe der Synthese von Phytochelatinen dient das Glutathion, dessen (γ-Glu-
Cys)-Anteil in einer Transpeptidierungsreaktion auf ein zweites Glutathion-
Molekül unter Bildung von PC2 bzw. auf ein PCn-Oligomer unter Bildung eines 
PCn+1-Oligomers übertragen wird (Grill et al., 1989).  
 
 
1.2 Glutathion  
 
Das Tripeptid Glutathion (L-γ-Glutamyl-L-cysteinyl-glycin, GSH) (Abb. 2) spielt 
nicht nur bei der Bildung von Phytochelatinen eine Rolle, sondern ist allgemein 
eine biologisch wichtige Thiolverbindung, die in fast allen pro- und 
eukaryotischen Zellen in hoher Konzentration (0,2 - 10 mM) vorkommt 
(Anderson, 1998). Die Bedeutung des Glutathion beruht vor allem auf der 
Sulfhydryl-Gruppe des Cysteinyl-Restes. Glutathion ist eine sehr reaktive 
Verbindung, die zum einen als Nucleophil, zum anderen – aufgrund ihres sehr 
niedrigen Redoxpotentials von -240 bis -250 mV – als Reduktionsmittel fungiert.  
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Abb. 2: Strukturformel des Tripeptids Glutathion. 
 
In der Zelle erfüllt das Glutathion viele bedeutende Funktionen. Es bietet Schutz 
gegen reaktive Sauerstoff-Spezies, die sowohl bei oxidativem Streß als auch 
natürlicherweise unter aeroben Bedingungen im Metabolismus der Zelle 
entstehen (Grant, 2001). In den Mitochondrien wird ein geringer Anteil des 
aufgenommenen O2 über das Superoxid-Radikalanion O2- zu 
Wasserstoffperoxid H2O2 umgesetzt. Sowohl O2- als auch das Folgeprodukt 
seiner Umsetzung mit H2O2, das Hydroxylradikal HO⋅, sind sehr reaktionsfähig 
und führen zur Schädigung der Zelle. Glutathion kann direkt mit 
Hydroxylradikalen reagieren oder als Elektronendonor in Glutathion-
Peroxidase-katalysierten Reaktionen fungieren.  Eine gestörte Glutathion-
Synthese führt daher zu einer verstärkten Akkumulation dieser reaktiven 
Sauerstoff-Spezies, die erhebliche Schäden in den Mitochondrien hervorrufen 
können (Meister, 1995; Sugiyama et al., 2000).  
Bei der Oxidation des Glutathion entsteht das für die Zelle toxische Dimer 
GSSG. Es wird durch die Glutathion-Reductase wieder reduziert, so daß das 
Verhältnis deutlich auf der Seite des GSH liegt (Anderson, 1998).  
Toxische Verbindungen wie Xenobiotica werden in der Zelle direkt oder auf 
enzymatischem Wege – katalysiert durch die Glutathion-S-Transferase – an  
Glutathion gebunden. Die Konjugate werden in der Vakuole abgelagert 
(Keppler, 1999).  
Eine weitere wichtige Funktion des Glutathion ist die Erhaltung der 
intrazellulären Redoxbalance; es gewährleistet, daß Sulfhydryl-Gruppen von 
Proteinen und anderen Substanzen im reduzierten Zustand bleiben. Darüber 
hinaus fungiert Glutathion als Coenzym enzymatischer Reaktionen. Auch ist es 
am Aminosäure-Transport und am Nucleinsäure-Stoffwechsel beteiligt (Meister 
& Anderson, 1983). Unter Mangelbedingungen kann Glutathion bei S. 
cerevisiae auch als endogene Schwefel- und Stickstoff-Quelle zur Bildung von 
Aminosäuren dienen (Penninckx, 2000; Mehdi, 2001).  
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Glutathion und Glutathion-Konjugate werden über mehrere Schritte abgebaut. 
Die γ-Glutamyltranspeptidase überträgt den Glutamylrest auf ein Dipeptid, 
welches die γ-Glutamylcyclotransferase unter Bildung von 5-Oxoprolin und 
Freisetzung des Dipeptids spaltet. 5-Oxoprolin wird durch die Oxoprolinase zu 
L-Glutamat umgesetzt. Das durch die γ-Glutamyltranspeptidase gebildete 
Cysteinylglycin wird durch eine Dipeptidase gespalten.   
Die Synthese von Glutathion in der Zelle erfolgt in zwei Schritten (Abb. 3). Im 
ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird, katalysiert durch die γ-
Glutamylcysteinsynthetase, Glutaminsäure über eine γ-Peptidbindung mit 
Cystein verknüpft. Dann wird Glycin an das Dipeptid gebunden. Diese Reaktion 
wird katalysiert durch die Glutathionsynthetase. Die γ-Glutamylcystein-
synthetase unterliegt einer Feedback-Inhibition durch Glutathion (Richman & 
Meister, 1975; Wheeler et al., 2002).  
Die Reaktionen der Bildung und des Abbaus von Glutathion werden auch als γ-
Glutamylcyclus bezeichnet.  
 
Glu + Cys γGlu-Cys
ATP ADP + Pi
γ−Glutamylcysteinsynthetase
(GSH1)
γGlu-Cys + Gly γGlu-Cys-Gly
ATP ADP + Pi
Glutathionsynthetase
(GSH2)
 
Abb. 3: Reaktionen der Bildung von Glutathion. 
 
Glutathion ist nicht essentiell in Prokaryoten, wie anhand des Wachstums von 
E. coli-Stämmen, die keine funktionelle γ-Glutamylcysteinsynthetase bilden, 
gezeigt wurde (Greenberg & Demple, 1986; Miranda-Vizuete et al., 1996). In 
Hefen und Säugetieren hingegen ist Glutathion essentiell. Stämme von S. 
pombe, in denen die Biosynthese von Glutathion gestört ist, wachsen nicht 
ohne externe Supplementation von Glutathion (Lee et al., 1997). Bei S. 
cerevisiae hingegen zeigen Stämme mit disruptiertem GSH2-Gen zwar 
eingeschränktes Wachstum auf Medium ohne Glutathion und eine höhere 
Sensitivität gegenüber Hitzeschock, doch ist die mitochondriale Funktion nicht 
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beeinträchtigt, und die Toleranz gegenüber oxidativem Streß ist ähnlich der des 
Wildtyps. Der Grund hierfür liegt in einer Akkumulation des Dipeptids γ-
Glutamylcystein, welches teilweise die Funktion des Glutathion übernehmen 
kann (Grant et al., 1997; Sugiyama et al., 2000). Stämme mit disruptiertem 
GSH1-Gen jedoch wachsen ohne Glutathion nicht (Izawa et al., 1995). Der 
Defekt wird in Stämmen mit mutiertem PRO2-Gen, einem Gen der Prolin-
Biosynthese, supprimiert, was durch die Bildung geringer Mengen Glutathion 
aufgrund der Mutation erklärt wurde (Spector et al., 2001). Auch bei der Maus 
ist Glutathion essentiell. Zellen mit disruptiertem GSH1-Gen sterben im 
embryonalen Stadium. Blastocysten aus Knockout-Stämmen wachsen nur unter 
Zusatz von Glutathion oder N-Acetylcystein, einem Ersatzmetaboliten des 
Glutathion (Shi et al., 2000).  
Auch beim Menschen können Störungen des Glutathion-Metabolismus schwere 
Folgen haben. So verursachen Mutationen der Glutathionsynthetase häufig 
schwere Schädigungen. Die milde Form der Krankheit basiert auf Mutationen, 
welche die Stabilität des Enzyms herabsetzen, und führt zu geringen 
Glutathiongehalten in den Erythrocyten sowie milder hämolytischer Anämie. Bei 
der schweren Form ist die Funktion der Glutathionsynthetase durch die 
Mutationen beeinträchtigt. Aufgrund einer zu geringen Konzentration an 
Glutathion, dem Feedback-Inhibitor der γ-Glutamylcysteinsynthetase, kommt es 
zur Bildung großer Mengen an γ-Glutamylcystein, welches zu 5-Oxoprolin 
abgebaut wird. Daraus resultieren Symptome von 5-Oxoprolinurie (massive 
Exkretion von 5-Oxoprolin), schwerer hämolytischer Anämie und metabolischer 
Acidose bis hin zu Störungen des zentralen Nervensystems und geistiger 
Retardierung (Wellner et al., 1974; Shi et al., 1996; Dahl et al., 1997; Njalsson 
et al., 2000). Auf molekularer Ebene können sich Mutationen innerhalb des 
Leserahmens zum einen auf die Ligandenbindung oder die Katalyse, zum 
anderen auf die Dimerisierung oder die Faltung des Proteins auswirken. 
Mutationen außerhalb der codierenden Region können das Splicing oder die 
Genregulation beeinflussen (Polekhina et al., 1999). Hat eine Mutationen einen 
vollständigen Verlust der Aktivität der Glutathionsynthetase zur Folge, ist sie 
vermutlich letal  (Shi et al., 1996).  
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1.3 Die Glutathionsynthetase  
 
Die Glutathionsynthetase (E.C. 6.3.2.3) wurde bereits bei mehreren 
Organismen beschrieben. So findet man bei E. coli ein 144 kDa großes 
Homotetramer aus vier identischen 36 kDa-Untereinheiten (Gushima et al., 
1983; Gushima et al., 1984); bei den meisten Eukaryoten, beispielsweise bei S. 
cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Homo sapiens und Rattus norvegicus liegt das 
Enzym als 104 - 112 kDa großes Homodimer vor, das sich aus zwei identischen 
Untereinheiten von 52 - 56 kDa zusammensetzt (Mooz & Meister, 1967; Inoue 
et al., 1998; Ullmann et al., 1996; Wang & Oliver, 1996; Majerus et al., 1971; 
Meister, 1985; Huang et al., 1995). Die Struktur der Glutathionsynthetase bei S. 
pombe weicht von der Struktur des Enzyms bei den anderen Eukaryoten ab. 
Nakagawa et al. (1993) isolierten ein Heterotetramer, welches aus je zwei 
identischen 33 und 26 kDa großen Untereinheiten bestand. Eine Übersicht über 
den Aufbau des Enzyms bei verschiedenen Organismen gibt Tab. 1.  
 
Tab. 1: Aufbau der Glutathionsynthetase bei verschiedenen Organismen.  
 
Organismus Aufbau des Enzyms Untereinheiten 
Escherichia coli Homotetramer 36 kDa 
Homo sapiens Homodimer 52 kDa 
Rattus norvegicus Homodimer 55 kDa 
Arabidopsis thaliana Homodimer 54 kDa 
Saccharomyces cerevisiae Homodimer 56 kDa 
Schizosaccharomyces pombe Heterotetramer 33 kDa, 26 kDa 
 
Zwischen den einzelnen eukaryotischen Glutathionsynthetasen bestehen im 
Gegensatz zum bakteriellen Enzym hohe Homologien.  
Am besten untersucht sind die Glutathionsynthetasen aus E. coli und H. 
sapiens. Beide Enzyme wurden isoliert, charakterisiert, und ihre 
Kristallstrukturen wurden aufgeklärt (Yamaguchi et al.; Matsuda et al., 1996; 
Polekhina et al., 1999). Aufgrund ihrer Struktur wurde die menschliche 
Glutathionsynthetase der ATP-Grasp-Superfamilie (Murzin, 1996) zugeordnet, 
zu der auch die E. coli-Glutathionsynthetase gehört (Fan et al., 1995).  
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Die Enzyme dieser Superfamilie haben Carboxylatamin/Thiol-Ligase-Aktivität. 
Zwar setzen die einzelnen Enzyme sehr unterschiedliche Substrate um, doch 
laufen die von ihnen katalysierten Reaktionen nach einem ähnlichen 
Mechanismus ab, was sich auch in konservierten Strukturmerkmalen 
widerspiegelt. Alle Enzyme bestehen aus drei typischen Domänen, die jeweils 
um eine 4- bis 6-strängige β-Faltblatt-Struktur angeordnet sind. Die beiden β-
Faltblätter der zentralen und der C-terminalen Domäne bilden eine ATP-
Bindungsspalte; außerdem weisen alle Enzyme eine Phosphat-Bindeschleife 
auf (Galperin & Koonin, 1997).  
Die menschliche Glutathionsynthetase ist ein kompaktes Molekül, das die Form 
eines flachen, gleichseitigen Dreiecks hat. Das aktive Zentrum, an dem die 
Substrate und Cofaktoren gebunden werden, bildet ein zentraler Hohlraum auf 
einer Seite des Enzyms. Dieser wird durch drei Schleifen abgedeckt, von denen 
eine, die sogenannte „Substrat-Bindeschleife“ (Aminosäuren 266 - 276), mit 
Glutathion interagiert. Die beiden anderen Schleifen zeichnen sich durch einen 
hohen Anteil an Glycin bzw. Alanin aus. Die Haupt-Struktureinheiten des 
Enzyms bilden ein anti-paralleles β-Faltblatt (Aminosäuren 48 - 148 und 402 - 
474), ein paralleles β-Faltblatt (Aminosäuren 185 - 294) – jeweils mit α-Helices 
auf beiden Seiten – und eine „Deckel-Domäne“ (Aminosäuren 336 - 401).  
Analog zu anderen Ligasen (Artymiuk et al., 1996) wurde für die menschliche 
Glutathionsynthetase ein zweistufiger Reaktionsmechanismus vorgeschlagen. 
Im ersten Schritt wird die C-terminale Carboxylat-Gruppe des γ-
Glutamylcysteins durch Übertragung der γ-Phosphatgruppe des ATP 
phosphoryliert. Das entstehende Acylphosphat-Intermediat wird im zweiten 
Schritt durch Glycin nucleophil angegriffen, wobei ein tetraedrisches 
Kohlenstoff-Intermediat entsteht, welches in γ-Glutamylcysteinylglycin 
(Glutathion), ADP und anorganisches Phosphat dissoziiert. Wichtig für den 
angenommenen Reaktionsmechanismus ist der Schutz des aktiven Zentrums 
mit den gebundenen Intermediär-Verbindungen während der Synthese. 
Gleichzeitig muß jedoch der Zutritt der Substratmoleküle bzw. die Freisetzung 
der Produktmoleküle möglich sein. Vermutlich wird dies durch die „Deckel-
Domäne“ und die drei Schleifen, die das aktive Zentrum bedecken, 
gewährleistet. Es wurde angenommen, daß diese Strukturen während des 
katalytischen Zyklus beweglich sind (Polekhina et al., 1999).  
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Diese Hypothese wurde mit der Aufklärung der Kristallstruktur der 
Glutathionsynthetase aus S. cerevisiae bestätigt (Gogos & Shapiro, 2002). 
Dieses Enzym ist dem menschlichen strukturell sehr ähnlich; wesentliche 
Strukturelemente der einzelnen Domänen sowie essentielle Aminosäurereste 
sind konserviert. Ein Vergleich der Strukturen der Glutathionsynthetase aus S. 
cerevisiae ohne Liganden und im Komplex mit dem Substrat γ-Glutamylcystein 
und einem nicht-hydrolysierbaren ATP-Analog zeigte, daß das Enzym während 
des katalytischen Zyklus erhebliche Konformationsänderungen erfährt. 
Während das freie Enzym eine offene Konformation einnimmt, in der die Reste 
des aktiven Zentrums - exponiert zur Bindung von Substratmolekülen – dem 
umgebenden Medium zugekehrt liegen, werden bei der Bindung von γ-
Glutamylcystein und ATP neue Sekundärstrukturelemente ausgebildet, und die 
Deckel-Domäne nähert sich durch eine Drehung der Haupt-Domäne. Dadurch 
gelangen zum einen die Aminosäure-Reste des aktiven Zentrums in das Innere 
des Enzyms, zum anderen werden die Liganden umschlossen, was wieder zu 
einer Stabilisierung dieser Konformation führt. In dieser Konformation ist der 
Zutritt des zweiten Substrats, Glycin, zum aktiven Zentrum noch möglich. 
Dieser führt dann zu einer noch kompakteren Struktur, so daß das aktive 
Zentrum vollständig abgeschlossen gegenüber dem umgebenden Medium ist. 
Dazu trägt auch die Bewegung der Glycin-reichen Schleife ins aktive Zentrum 
hinein bei, die erst nach der Abspaltung des γ-Phosphatrestes des ATP bei der 
Phosphorylierung des γ-Glutamylcysteins erfolgen kann. Durch diese 
dynamischen strukturellen Veränderungen wird also zum einen die 
Zugänglichkeit des aktiven Zentrums für die Substrate und Cofaktoren, zum 
anderen der Schutz der Zwischenprodukte während der Katalyse gewährleistet.  
Obwohl die H. sapiens-, die S. cerevisiae- und die E. coli-Glutathionsynthetase 
alle zur ATP-Grasp-Superfamilie gehören, bestehen zwischen den 
eukaryotischen Enzymen einerseits und dem bakteriellen Enzym andererseits  
keine Sequenzhomologien. Struktur-basierte Alignments zeigen jedoch einige 
gemeinsame konservierte Sequenzmotive. Dies wurde durch eine 
Genpermutation erklärt, welche zu einer zirkularen Verschiebung der 
konservierten Sekundärstrukturelemente im menschlichen Enzym führte 
(Polekhina et al., 1999). Während die drei typischen Domänen bei den übrigen 
Mitgliedern der ATP-Grasp-Superfamilie in einer deutlichen Abfolge 
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hintereinander angeordnet sind, findet man bei den eukaryotischen 
Glutathionsynthetasen Einschübe, die viele der ursprünglichen 
Domänengrenzen verschwimmen lassen. Die ursprüngliche C-terminale 
Domäne der Superfamilie beispielsweise wurde aufgespalten und befindet sich 
zur Hälfte am C- und zur Hälfte am N-Terminus des Proteins.  
Die Permutation ereignete sich vermutlich durch Gen-Duplikation und 
anschließende partielle Deletionen an beiden Termini des Tandem-Gens früh in 
der Evolution, vor der Entstehung der Eukaryoten. Die Verwandtschaft der 
Glutathionsynthetasen aus E. coli und H. sapiens untereinander ist nicht enger 
als zu anderen Mitgliedern der Superfamilie. Dies deutet darauf hin, daß sich 
die H. sapiens-Glutathionsynthetase nicht aus dem E. coli-Enzym entwickelte, 
sondern beide von einem gemeinsamen, weiter entfernten Vorfahren 
abstammen (Polekhina et al., 1999).  
Das menschliche Enzym weist hohe Ähnlichkeit zu den anderen eukaryotischen 
Glutathionsynthetasen auf. Die an den polaren Interaktionen mit ATP, GSH und 
Mg2+ beteiligten Aminosäurereste sind bei allen bisher sequenzierten 
eukaryotischen Glutathionsynthetasen streng konserviert, was sowohl auf eine 
sehr enge Verwandtschaft dieser Proteine als auch auf eine funktionelle 
Bedeutung der konservierten Regionen schließen läßt (Whitbread et al., 1998).  
 
 
1.4 Die Glutathionsynthetase der Spalthefe 
Schizosaccharomyces pombe  
 
Aufgrund der außergewöhnlichen, von den anderen eukaryotischen Enzymen 
abweichenden Struktur ist die Glutathionsynthetase der Spalthefe ein 
interessantes Forschungsobjekt. Zudem bestehen einige Unklarheiten 
hinsichtlich des Ursprungs der heterotetrameren Struktur aus zwei „großen“ 33 
kDa- und zwei „kleinen“ 26 kDa-Untereinheiten.  
Das für die große Untereinheit codierende Gen GSH2 wurde 1991 von Mutoh et 
al. in einem Experiment zur Komplementation der Cadmium-Hypersensitivität 
einer Glutathionsynthetase-defizienten S. pombe-Mutante durch Transformation 
mit einer Genbank kloniert. Die Sequenzierung des 1725 bp großen 
Fragmentes ergab einen möglichen Leserahmen, der für ein 32177 Da großes 
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Protein aus 285 Aminosäuren codieren sollte, sowie eine TATA- und eine 
CAAT-Box. Fragmente, die nach proteolytischem Verdau der großen 
Untereinheit erhalten wurden, stimmten mit der aus dem Leserahmen 
abgeleiteten Aminosäuresequenz überein. Ein Gen für die kleine Untereinheit 
sowie darüber hinaus ein Mechanismus, nach dem die Synthese und 
Interaktion der beiden Untereinheiten reguliert werden sollte, waren zum 
damaligen Zeitpunkt nicht bekannt.  
Die Gsh2-Proteine aus der von Mutoh et al. beschriebenen S. pombe-
Transformante und aus einem Wildtyp-Stamm wurden von Nakagawa et al. 
(1993) isoliert. Im Aktivitätstest wurde die Bildung von Glutathion aus γ-
Glutamylcystein und Glycin nachgewiesen. Das Enzym war Mg2+- und K+-
abhängig; das Temperaturoptimum lag bei 45 °C, das pH-Optimum bei pH 8,0 - 
8,5. Die Km-Werte für γ-Glutamylcystein, Glycin und ATP wurden zu 0,27 mM, 
0,67 mM bzw. 0,45 mM bestimmt. Das native Protein hatte ein 
Molekulargewicht von circa 120 kDa und zeigte bei Polyacrylamid-
Gelelektrophorese in Gegenwart von SDS zwei Banden bei etwa 33 kDa und 26 
kDa; es mußte also als Heterotetramer aus zwei großen und zwei kleinen 
Untereinheiten vorliegen. Die Herkunft der kleinen Untereinheit wurde jedoch 
nicht aufgeklärt.  
Wang und Oliver (1997) sowie Al-lahham et al. (1999) sequenzierten das 
GSH2-Gen erneut und stellten Fehler im N-terminalen Bereich der 
ursprünglichen Sequenz fest, welche zu einem Rasterschub führten. 
Tatsächlich sollte der GSH2-Leserahmen 639 bp stromaufwärts von dem von 
Mutoh et al. (1991) postulierten Startcodon beginnen1. Dieser Leserahmen 
würde für ein 56 kDa großes Protein von 498 Aminosäuren codieren, welches 
über den gesamten Bereich Homologien zu den Proteinen aus A. thaliana und 
S. cerevisiae aufweist. Wang und Oliver vermuteten daher, daß die von 
Nakagawa et al. (1993) beschriebenen 33- und 26 kDa-Untereinheiten des S. 
pombe-Enzyms durch Proteolyse aus dem 56 kDa-Protein entstehen könnten.  
                                            
1 Diese Korrektur wurde später im Rahmen der Sequenzierung des Genoms von S. pombe 
bestätigt (Wood et al., 2002). 
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1.5 Problemstellung  
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Untersuchungen zur Struktur und Funktion der 
Glutathionsynthetase von S. pombe durchgeführt werden. Dabei sollte die 
außergewöhnliche Struktur des Enzyms aufgeklärt werden.  
 
Aminosäure-Alignments des durch den vollständigen GSH2-Leserahmen 
codierten 56 kDa-Proteins mit anderen eukaryotischen Glutathionsynthetasen 
zeigten über den gesamten Bereich einen hohen Grad an Homologie zwischen 
den einzelnen Enzymen.  
Auf der Basis dieser Alignments sowie der Kristallstruktur des menschlichen 
Enzyms wurde durch Molecular Modelling ein räumliches Modell des S. pombe-
Proteins erstellt.  
 
Die Glutathionsynthetase aus S. pombe sollte homolog exprimiert und mittels 
verschiedener chromatographischer Techniken aufgereinigt werden. Dazu 
wurde das Protein mit einem Tag von 6 Histidinresten versehen.  
Durch N-terminales Ansequenzieren der Glutathionsynthetase bzw. der beiden 
Untereinheiten sollten zum einen die N-Termini bestimmt werden, zum anderen 
sollte das für die kleine Untereinheit codierende Gen identifiziert werden.  
Ein möglicher proteolytischer Ursprung der großen und kleinen Untereinheit 
sollte untersucht werden.  
 
Ausgehend von dem Modell der S. pombe-Glutathionsynthetase sollten durch in 
vitro-Mutagenese verschiedene veränderte Varianten des Enzyms konstruiert 
werden. Dabei sollten einerseits  Regionen deletiert werden, die ausschließlich 
bei S. pombe vorkommen. Andererseits sollten Experimente zum Aufbau des 
Enzyms aus den verschiedenen Untereinheiten weiteren Aufschluß über die 
Struktur des Proteins geben.  
 
Auch die mutierten Formen der Glutathionsynthetase sollten – analog der 
Wildtyp-Form – in S. pombe exprimiert und aufgereinigt werden.  
Die Expression sollte in einem Stamm mit disruptiertem GSH2-Gen erfolgen, 
um funktionelle Untersuchungen der einzelnen Proteine in vivo zu ermöglichen.  
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Ein weiterer Aspekt bestand in Versuchen zur Kristallisation der  
Glutathionsynthetase aus S. pombe. Bei Erhalt geeigneter Kristalle sollte durch 
Röntgenspektroskopie die Kristallstruktur des Proteins aufgeklärt werden.  
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2 Material und Methoden  
 
2.1 Material  
 
2.1.1 Chemikalien  
Es wurden Chemikalien der Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen), 
Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz) und Serva (Heidelberg), soweit 
nicht anders angegeben, der Reinheitsstufe p.A. verwendet.  
Sephadex G-25 und Chelating Sepharose Fast Flow wurden von Amersham 
Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden), Cibacron Blue 3GA-Agarose, L-Lactat-
Dehydrogenase und Pyruvat-Kinase von Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. 
DNA-modifizierende Enzyme sowie Protease-Inhibitoren stammten von der 
Firma Boehringer (Mannheim).  
 
2.1.2 Mikroorganismen  
Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterien- und Hefestämme ist 
in Tab. 2 zu finden.  
 
Tab. 2: Eingesetzte Bakterien- und Hefestämme. P bezeichnet die Ploidie der einzelnen 
Hefestämme.  
 
Organismus  Stamm  Genotyp  P Herkunft  
Escherichia coli  DH5α  F’, endA1, hsdR17, supE44, 
thi-1, λ-, recA1, gyrA96, relA1, 
∆(lacZYA-argF)U169, (Φ80lacZ 
∆M15), ampS, tetS  
 D. Hanahan 
(1983)  
Schizosaccharomyces 
pombe  
D18  ura4-D18, h-  1n U. Leupold, Bern 
Schizosaccharomyces 
pombe 
D18 ura4-D18, h+ 1n U. Leupold, Bern 
Schizosaccharomyces 
pombe 
leu1-32 leu1-32, h-  1n U. Leupold, Bern 
Schizosaccharomyces 
pombe 
M379/8  ura4-D18, GSH2 (G373 Æ D) h- 1n Al-lahham et al.  
(1999)  
Schizosaccharomyces 
pombe 
46a14  ura4-D18, ∆GSH2, kanR, h- 1n Wunderlich 
(1999)  
Schizosaccharomyces 
pombe 
46a14  ura4-D18, ∆GSH2, kanR, h+ 1n Diese Arbeit  
Schizosaccharomyces 
pombe 
46leu42  ura4-D18, leu1-32, ∆GSH2, 
kanR   
1n Diese Arbeit  
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2.1.3 Vektoren  
Folgende Vektoren wurden in dieser Arbeit verwendet (Tab. 3):  
 
Tab. 3: Eingesetzte Vektoren.  
 
Plasmid  Selektionsmarker 
für S. pombe  
Merkmale  Herkunft  
pUC19   ampR, Multiple cloning site im lacZ-
Gen  
Yanisch-Perron et al. 
(1985)  
pREP1  leu1+  Shuttlevektor für E. coli und S. 
pombe; ampR, Expressionsvektor mit 
nmt1-Promotor und -Terminator  
Maundrell (1990), 
Maundrell (1993)  
pREP2  ura4+  Shuttlevektor für E. coli und S. 
pombe; ampR, Expressionsvektor mit 
nmt1-Promotor und -Terminator 
Maundrell (1990), 
Maundrell (1993)  
 
2.1.4 Synthetische Oligonucleotide  
Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonucleotide wurden von den 
Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Sigma (Deisenhofen) bzw. 
Metabion (Planegg, Martinsried) bezogen. Die Sequenzen sind in Tab. 4 
angegeben.  
 
Tab. 4: Benennungen, Sequenzen und Restriktionsschnittstellen der eingesetzten 
Oligonucleotide.  
 
Oligonucleotid  Sequenz   Restriktions-
schnittstelle  
GSH2-Fwd 5'-AAA GGA TCC ATG GAA ATT GAG AAG TAT ACA 
CCG GAG-3’ 
 BamHI 
GSH2-Rev 5’-AAA CCC GGG TTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG 
TTC AGA AAG TTC AAT ACT AG-3’ 
 SmaI 
6H-GSH2-FN 5'-AAA GGA TCC ATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT 
GAA ATT GAG AAG TAT ACA CCG GAG-3’  
 BamHI 
GSH2R-NP 5'-AAA CCC GGG TTA TTC AGA AAG TTC AAT ACT 
AG-3’  
 SmaI 
CWGLU44A 5'-AAA GAA TTC TCA AAT ACA TGT ATA ATT TT-3’  EcoRI 
GSH2IRev 5'-AAA GGT ACC GTA GGC ATC TAC AGC ATT-3’  KpnI 
GSH2IIFwd 5'-AAA GGT ACC GAT AAC ACG AAA CCC ATT-3’  KpnI 
CW8DDA 5'-AAA GGA TCC AAT ATC TTC TTT GAG GCA C-3’  BamHI 
GSH2M214F 5'-AAA GGA TCC ATG AAT ATT GCT TCT GAT AAC-3’  BamHI 
GSH2K213R 5'-AAA CCC GGG TTA TTT GCT TGT AAT GTT TTT 
AAC GTA ATC ACG-3’ 
 SmaI 
PermutGr 5’-AAA GGT ACC TTC AGA AAG TTC AAT ACT AG-3’  KpnI 
PermutKf 5’-AAA GGT ACC CCT TCT GGT ATG GAA ATT GAG 
AAG TAT ACA C-3’ 
 KpnI 
PermutKr  5’-AAA GAA TTC CCC GGG TTA ATG ATG ATG ATG 
ATG ATG TTT GCT TGT AAT GTT TTT AAC G-3’ 
 EcoRI,  SmaI 
GSH2ID6R 5' AAA GGT ACC ATG CTT TTG ATA CAG ATT CCA 
AAG-3’ 
 KpnI 
GSH2IID6F 5' AAA GGT ACC TTA AAG GAA AAT CAA TTT CAA 
CC-3’ 
 KpnI 
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Oligonucleotid  Sequenz   Restriktions-
schnittstelle  
GSH2-Rev2 5' AAA GAA TTC CCC GGG TTA ATG ATG ATG ATG 
ATG ATG TTC AGA AAG TTC AAT ACT AG-3’  
 EcoRI,  SmaI 
AtGSH2M1F 5’-AAA GGA TCC ATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT 
GAA TCA CAG AAA CCC ATT TTC GA-3’  
 BamHI 
AtGSH2Y205R  5’-AAA CCC GGG TTA GTA CTC CAA CCA AGC TTT 
AG-3’  
 SmaI 
AtGSH2S206F 5’-AAA GGA TCC ATG AGT AAC CCA AGA GCG GTA 
GTC-3’ 
 BamHI 
AtGSH2I478R 5’-AAA CCC GGG TCA ATG ATG ATG ATG ATG ATG 
AAT CAG ATA AAT GCT GTC CAA GAC-3’ 
 SmaI 
K2  5'-GTA CGG GCG ACA GTC ACA-3’   
K3 5'-CCT CGA CAT CAT CTG CC-3’   
CWGLU666 5'-AAA GAA TTC TAC TGT TTC CAA TCG GGT TT-3’   
CWGLU800  5’-AAA AAG CTT AAT ATC TTC TTT GAG GCA C-3’    
PNMT1F 5'-AAA GAG CTC GCC ATA AAA GAC AGA ATA AGT 
CAT C-3’ 
  
 
2.1.5 Rekombinante Plasmide  
Tab. 5 und Tab. 6 geben eine Übersicht über die durch PCR synthetisierten 
DNA-Konstrukte sowie die nach Insertion der entsprechenden Fragmente 
erhaltenen rekombinanten Plasmide.  
 
Tab. 5: Synthetisierte DNA-Konstrukte zur Herstellung rekombinanter Plasmide.  
 
Oligonucleotid PCR-Fragment   Restriktions-
schnittstellen 
Vektor  
a) Amplifikation des S. pombe-GSH2-ORF  
GSH2-Fwd 
GSH2-Rev 
1533 bp-Fragment des S. pombe-GSH2-ORF mit 
C-terminalem His6-Tag (A. Bildstein, 2000) 
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
6H-GSH2-FN  
GSH2R-NP 
1533 bp-Fragment des S. pombe-GSH2-ORF mit 
N-terminalem His6-Tag 
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
b) Deletion der Aminosäuren 204 - 218 des S. pombe-GSH2-ORF  
CWGLU44A 
GSH2IRev 
980 bp-Region upstream der zu deletierenden 15 
Aminosäuren des S. pombe-GSH2-ORF 
(entspricht den Aminosäuren 1 - 203)  
 EcoRI, 
KpnI 
pUC19 
GSH2IIFwd  
CW8DDA  
1142 bp-Region downstream der zu 
deletierenden 15 Aminosäuren des S. pombe-
GSH2-ORF (entspricht den Aminosäuren 219 - 
498)  
 KpnI, 
BamHI 
pUC19 
GSH2-Fwd  
GSH2-Rev 
Anhängen eines C-terminalen His6-Tags an das 
Fragment nach Deletion von 15 Aminosäuren – 
Amplifikation eines 1494 bp großen Fragmentes  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
c) Amplifikation der Regionen der hypothetischen kleinen und großen Untereinheit des S. 
pombe-GSH2-ORF 
6H-GSH2F 
GSH2K213R   
678 bp-Fragment der hypothetischen kleinen 
Untereinheit des S. pombe-GSH2-ORF mit N-
terminalem His6-Tag (entspricht den 
Aminosäuren 1 - 213)  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP1 
GSH2M214F 
GSH2-Rev 
894 bp-Fragment der von Mutoh et al. (1991) 
angenommenen großen Untereinheit des S. 
pombe-GSH2-ORF mit C-terminalem His6-Tag 
(entspricht den Aminosäuren 214 - 498)  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
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Oligonucleotid PCR-Fragment   Restriktions-
schnittstellen 
Vektor  
d) Permutation des S. pombe-GSH2-ORF 
GSH2M214F 
PermutGr 
873 bp-Fragment der von Mutoh et al. (1991) 
angenommenen großen Untereinheit des S. 
pombe-GSH2-ORF ohne STOP-Codon 
(entspricht den Aminosäuren 214 - 498); 
Amplifikat zur Permutation des GSH2-Gens  
 BamHI, 
KpnI 
pUC19  
PermutKf  
PermutKr 
678 bp-Fragment der hypothetischen kleinen 
Untereinheit des S. pombe-GSH2-ORF mit N-
terminalem  Linker und C-terminalem His6-Tag 
(entspricht den Aminosäuren 1 - 213); Amplifikat 
zur Permutation des GSH2-Gens  
 KpnI, 
EcoRI 
pUC19  
 Excision des 1560 bp-Fragmentes des 
permutierten S. pombe-GSH2-ORF mit C-
terminalem His6-Tag aus pUC19 zur Klonierung 
in pREP2  
 BamHI, 
SmaI 
pREP2 
e) Deletion der Aminosäuren 108 - 113 des S. pombe-GSH2-ORF 
GSH2-Fwd  
GSH2-I-D6R 
315 bp-Region upstream der zu deletierenden 6 
Aminosäuren des S. pombe-GSH2-ORF 
(entspricht den Aminosäuren 1 - 107) 
 BamHI, 
KpnI 
pUC19 
GSH2-II-D6F  
GSH2-Rev2  
1194 bp-Region downstream der zu 
deletierenden 6 Aminosäuren des S. pombe-
GSH2-ORF mit C-terminalem His6-Tag 
(entspricht den Aminosäuren 114 - 498) 
 KpnI, 
EcoRI  
pUC19  
 Excision des 1511 bp-Fragmentes des S. 
pombe-GSH2-ORF nach Deletion von 6 
Aminosäuren und Anhängen eines C-terminalen 
His6-Tags zur Klonierung in pREP2  
 BamHI, 
SmaI 
pREP2 
6H-GSH2-FN  
GSH2-Rev 
1545 bp-Fragment des S. pombe-GSH2-ORF 
nach Deletion von 6 Aminosäuren mit N- und C-
terminalem His6-Tag  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
f) Amplifikation des GSH2-ORF aus der S. pombe-Mutante M379/8  
GSH2-Fwd  
GSH2-Rev  
1533 bp-Fragment des GSH2-ORF aus der S. 
pombe-Mutante M379/8 (Al-lahham et al., 1999) 
mit C-terminalem His6-Tag  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
g) Amplifikation von Regionen des GSH2-ORF aus Arabidopsis thaliana  
AtGSH2M1F  
AtGSH2I478R 
1491 bp-Fragment des Arabidopsis thaliana-
GSH2-ORF mit N- and C-terminalem His6-Tag  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
AtGSH2M1F  
AtGSH2Y205R 
654 bp-Fragment des Arabidopsis thaliana-
GSH2-ORF mit N-terminalem His6-Tag; 
entspricht der Region der hypothetischen kleinen 
Untereinheit des S. pombe-GSH2-Gens  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
AtGSH2S206F  
AtGSH2I478R 
861 bp-Fragment des Arabidopsis thaliana-
GSH2-ORF mit C-terminalem His6-Tag; 
entspricht der Region der von Mutoh et al. (1991) 
angenommenen großen Untereinheit des S. 
pombe-GSH2-ORF  
 BamHI, 
SmaI 
pUC19, 
pREP2 
 
Tab. 6: Synthetisierte rekombinante Plasmide.  
 
Plasmid  Ausgangsvektor Exprimiertes Protein  His6-Tag  
pREP2-gsh2:hft  pREP2  Vollständige S. pombe-
Glutathionsynthetase (498 
Aminosäuren; 56 kDa-Protein)  
C-terminal  
pREP2-hft:gsh2  pREP2 Vollständige S. pombe-
Glutathionsynthetase (498 
Aminosäuren; 56 kDa-Protein) 
N-terminal  
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Plasmid  Ausgangsvektor  Exprimiertes Protein  His6-Tag  
pREP2-gsh2-
D15:hft  
pREP2  S. pombe-Glutathionsynthetase mit 
Deletion der Aminosäuren  204 - 218  
C-terminal  
pREP1-hft:KUgsh2  pREP1  Aminosäuren 1 - 213 der S. pombe-
Glutathionsynthetase (hypothetische 
kleine Untereinheit); 24 kDa-
Subfragment   
N-terminal  
pREP2-GUgsh2:hft  pREP2  Aminosäuren 214 - 498 der S. pombe-
Glutathionsynthetase (von Mutoh et al. 
(1991) angenommene große 
Untereinheit); 32 kDa-Subfragment   
C-terminal  
pREP2-GSH2-perm pREP2 Permutierte S. pombe-
Glutathionsynthetase, bestehend aus 
Aminosäuren 214 - 498, Linker 
(Aminosäuren GTPSG) und 
Aminosäuren 1 - 213  
C-terminal 
pREP2-gsh2-D6:hft  pREP2 S. pombe-Glutathionsynthetase mit 
Deletion der Aminosäuren 108 - 113  
C-terminal 
pREP2-hft:gsh2-
D6:hft  
pREP2 S. pombe-Glutathionsynthetase mit 
Deletion der Aminosäuren 108 - 113  
N- und C-
terminal 
pREP2-gsh2:hft-
M379/8  
pREP2 Glutathionsynthetase aus der S. 
pombe-Mutante M379/8  
C-terminal 
pREP2-At-GSH2 pREP2 vollständige Arabidopsis thaliana-
Glutathionsynthetase (478 
Aminosäuren)  
N- und C-
terminal  
pREP2-At-KU-GSH2 pREP2 Aminosäuren 1 - 205 der Arabidopsis 
thaliana-Glutathionsynthetase 
(Region entspricht der hypothetischen 
kleinen Untereinheit der S. pombe-
Glutathionsynthetase) 
N-terminal  
pREP2-At-GU-
GSH2 
pREP2 Aminosäuren 206 - 478 der 
Arabidopsis thaliana-
Glutathionsynthetase  
(Region entspricht der von Mutoh et 
al. (1991) angenommenen großen 
Untereinheit der S. pombe-
Glutathionsynthetase) 
C-terminal  
 
 
2.1.6 Kulturbedingungen und Nährmedien  
Die Medien wurden zur Sterilisation 20 min bei 121 °C autoklaviert. Zur 
Herstellung von Nährböden wurde – sofern nicht anders angegeben – 2 % (w/v) 
Agar vor dem Autoklavieren zugegeben.  
 
2.1.7 Kultivierung von E. coli  
Die Anzucht von E. coli erfolgte in Luria-Bertani-Medium bei 37 °C.  
Luria-Bertani-Medium  
Pepton     1 % (w/v)  
Hefeextrakt     0,5 % (w/v)  
NaCl      1 % (w/v)  
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Flüssigkulturen wurden in Schüttelkultur herangezogen. Zur Selektion von 
Bakterien, die ein Plasmid mit einem Gen für Ampicillin-Resistenz trugen, wurde 
nach dem Autoklavieren des Mediums Ampicillin (Natriumsalz, Roth) zu einer 
Endkonzentration von 125 mg/l zugesetzt. Für die Blau-Weiß-Selektion durch 
Insertionsinaktivierung des lacZ-α Gens in dem Vektor pUC19 wurden 
zusätzlich 40 mg/l 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal, Roth) 
sowie 120 mg/l Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG, Roth) zugefügt.  
 
2.1.8 Anzucht von S. pombe  
Die Kultivierung der Hefen erfolgte bei 28 °C. Zur Herstellung von Medien zur 
Bestimmung der Schwermetalltoleranz wurde bidestilliertes, für alle weiteren 
Medien destilliertes Wasser verwendet. Zu einigen Medien wurden nach dem 
Autoklavieren Supplemente zugesetzt. Folgende Medien wurden verwendet:   
 
Hefeextrakt-Glukose-Medium (YD-Medium)  
Glucose-Monohydrat   3 % (w/v)  
Hefeextrakt     0,5 % (w/v)  
 
Geneticin-YD-Medium  
Nach dem Autoklavieren wurde Geneticin (G 418 Sulfat; Promega, USA) zu 
einer Endkonzentration von 150 mg/l zugesetzt.  
 
Edinburgh-Minimalmedium (EMM, Alfa et al., 1993)  
Endkonzentration  
Kaliumhydrogenphthalat   3 g/l    14,7 mM  
Na2HPO4     2,2 g/l   15,5 mM  
NH4Cl     5 g/l   93,5 mM  
Glucose Monohydrat   20 g/l   101 mM  
Salz-Stammlösung    10 ml/l  
Vitamin-Stammlösung   1 ml/l  
Mineral-Stammlösung   0,5 ml/l  
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Salz-Stammlösung (50 x) für EMM    Endkonzentration  
MgCl2 ⋅ 6 H2O    52,5 g/l   5,2 mM  
CaCl2 ⋅ 2 H2O    0,735 g/l   100 µM  
KCl      50 g/l    13,4 mM  
Na2SO4     2 g/l    282 µM   
 
Vitamin-Stammlösung (1000 x ) für EMM   Endkonzentration  
Nicotinsäure    10 g/l    81,2 µM  
Inositol     10 g/l    55,5 µM  
Biotion     10 mg/l   40,9 µM  
Pantothensäure    1 g/l    4,2 µM  
 
Mineral-Stammlösung (10.000 x) für EMM   Endkonzentration  
H3BO3     5 g/l    8,09 µM  
MnSO4     4 g/l    2,37 µM  
ZnSO4 ⋅ 7 H2O   4 g/l    1,39 µM  
KI      1 g/l    0,60 µM  
CuSO4 ⋅ 5 H2O    0,4 g    0,16 µM  
FeCl3 ⋅ 6 H2O    2 g/l    0,74 µM  
NaMoO4 ⋅ 2 H2O    4 g/l    0,66 µM  
Citronensäure    10 g/l    4,76 µM  
 
Edinburgh-Minimalmedium wurde für vegetatives Wachstum von S. pombe 
verwendet. Zur Kultivierung auxotropher Hefestämme wurde EMM gemäß Alfa 
et al. (1993) supplementiert. Glutathion wurde gegebenenfalls zu einer 
Endkonzentration von 10 mg/l zugegeben. Zur Bestimmung der 
Schwermetalltoleranz wurden dem Medium bestimmte Konzentrationen an 
CdCl2 ⋅ 2 H2O zugesetzt.  
 
Malzextrakt-Medium  
Malzextrakt     3 % (w/v)  
Malzextrakt-Medium wurde zur Sporulation von S. pombe eingesetzt.  
 
  
Material und Methoden
21
Phloxin-EMM   
Zur Unterscheidung haploider und diploider Stämme nach der Sporulation 
wurde S. pombe auf Phloxin-EMM herangezogen. Dazu wurde Edinburgh-
Minimalmedium nach dem Autoklavieren mit 10 mg/l Phloxin (Sigma) versetzt.  
 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden  
 
2.2.1 Polymerasekettenreaktion   
Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden DNA-Fragmente für 
Klonierungen amplifiziert und Kontrolluntersuchungen zum Nachweis 
bestimmter Gensequenzen durchgeführt. Für Kontrolluntersuchungen wurde die 
Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Promega), für Klonierungen das 
Expand High Fidelty PCR System (Roche) verwendet. Bei letzterem handelt es 
sich um ein Gemisch von Taq- und Pwo-Polymerase, welches sich aufgrund 
der Proofreading-Aktivität der Pwo-Polymerase durch eine geringere Fehlerrate 
auszeichnet. Die DNA-Amplifizierung wurde jeweils gemäß dem vom Hersteller 
empfohlenen Protokoll durchgeführt. Die Ansätze enthielten den entsprechend 
verdünnten Reaktionspuffer, 1,5 mM MgCl2, 200 µM Desoxyribonucleo-
sidtriphosphate, 600 µM der beiden Oligonucleotide, 0,5 – 1 µl der isolierten 
DNA2 und 0,5 U (Taq-Polymerase) bzw. 2,6 U (Expand-Polymerase) Enzym. 
Das Gesamtvolumen der Ansätze lag jeweils bei 50 µl. Die 
Reaktionsbedingungen für 30 Zyklen wurden entsprechend den Angaben des 
Herstellers eingestellt.  
Die PCR-Produkte, die für Klonierungen verwendet wurden, wurden mit dem 
High PureTM PCR Product Purification Kit der Firma Roche gereinigt.  
Durch Kontroll-PCR wurden alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten 
Hefestämme und -transformanten zum einen auf eine Disruption des GSH2-
Gens, wie bei Wunderlich (1999) beschrieben, getestet. Zum anderen wurde 
durch Verwendung des Oligonucleotids PNMT1F sowie eines GSH2-
spezifischen Oligonucleotids das Vorhandenseins der Expressionsvektoren in 
der Zelle überprüft.  
 
                                            
2 siehe Kapitel 2.2.6  
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2.2.2 Restriktion von DNA  
DNA wurde mit den entsprechenden Restriktionsendonucleasen gemäß den 
Angaben des Herstellers verdaut. Anschließend wurde die DNA durch Phenol-
Chloroform-Extraktion (Hochstenbach, 1997) gereinigt.  
 
2.2.3 Ligation von DNA  
Ligationen von DNA-Fragmenten in Vektoren wurden gemäß Sambrook et al. 
(1989) durchgeführt.  
 
2.2.4 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation von E. coli  
Die Herstellung kompetenter Zellen sowie die Transformation von E. coli  
erfolgte nach Sambrook et al. (1989).  
 
2.2.5 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  
Reine DNA zur Klonierung, Sequenzierung und zur Hefetransformation wurde 
durch alkalische Lyse mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) isoliert.  
Plasmid-DNA zur analytischen Vektorisolation wurde durch enzymatische Lyse 
gewonnen (Holmes und Quigley, 1981).  
 
2.2.6 Isolation von DNA aus S. pombe  
10 ml einer Kultur des zu untersuchenden Stammes wurden in der stationären 
Phase geerntet, mit Wasser gewaschen und 60 min in 300 µl Sorbitol-Tris-
Calcium-Puffer (1,2 M Sorbitol, 10 mM CaCl2, 10 mM Tris/HCl, pH 7,5; 
Zimmermann und Sipiczki, 1996) in Gegenwart von 1,5 mg Zymolyase 20T bei 
28 °C leicht schüttelnd inkubiert. Anschließend wurde 5 min bei 400 g 
zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet zur Isolation 
genomischer DNA entsprechend der Methode nach Hoffmann und Winston 
(1987) eingesetzt.   
 
2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese von DNA  
Die Herstellung der Gele und die Durchführung der Elektrophorese erfolgte 
entsprechend einer Standardmethode nach Sambrook et al. (1989).  
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2.2.8 Präparation von DNA aus Agarose-Gelen  
DNA aus Agarose-Gelen wurde mit Hilfe des GFXTM PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech) nach Anweisung des Herstellers 
isoliert.  
 
 
2.3 Mikrobiologische Methoden  
 
2.3.1 Anlegen von Stammkulturen  
Zur Herstellung von Hefe- bzw. Bakterien-Stammkulturen wurden die Stämme 
in Flüssigkultur herangezogen, in Medium mit 25 % (v/v) bzw. 15 % (v/v) 
Glycerin überführt und bei -70 °C gelagert.  
 
2.3.2 Transformation von S. pombe  
Die Transformation von S. pombe wurde gemäß der Lithiumacetat-Methode 
nach Okazaki et al. (1990) durchgeführt.  
 
2.3.3 Kreuzung von S. pombe und Freisporenanalyse  
Nach Anzucht der zu kreuzenden Stämme in Flüssigkultur wurden Aliquots der 
beiden Stämme gemischt, mit Wasser gewaschen und auf Malzextrakt-
Nährböden ausplattiert. Während der Bebrütung bei 28 °C für 5 - 7 Tage wurde 
die Bildung von Asci sowie die Freisetzung der Ascosporen mikroskopisch 
kontrolliert. Nach Freisetzung der Sporen wurde der Zellrasen mit 5 ml Wasser 
von der Oberfläche des Malzagars gespült. Zur Abtötung vegetativer Zellen 
wurde die Suspension mit 30 % (v/v) Ethanol versetzt und 25 min bei 18 °C 
inkubiert. Die Sporensuspension wurde mit Wasser gewaschen und in 5 ml 
Wasser resuspendiert. Nach Verdünnung um den Faktor 10-4 bis 10-6 wurde die 
Suspension auf supplementierten Phloxin-EMM-Nährböden ausplattiert und 
bebrütet, bis Kolonien heranwuchsen.  
Durch den Farbstoff Phloxin können haploide von diploiden Stämmen 
unterschieden werden. Phloxin färbt spezifisch abgestorbene Hefezellen. Da 
Kolonien diploider Stämme einen höheren Anteil abgestorbener Zellen 
enthalten, färben sich diese Kolonien dunkelrot, während Kolonien haploider 
Einsporkulturen nur schwach gefärbt werden.  
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2.3.4 Bestimmung des Paarungstyps bei S. pombe  
Der Paarungstyp wurde durch Kreuzung des zu untersuchenden Stammes mit 
den Testerstämmen 972h- und R1h+ ermittelt. Hierzu wurden die Testerstämme 
auf Malzextrakt-Nährböden linear ausgestrichen. Anschließend wurden die zu 
untersuchenden Stämme mit einem sterilen Holzspatel senkrecht dazu 
gestempelt. Nach dreitägiger Bebrütung bei 28 °C wurde Zellmaterial der 
Kreuzungspunkte entnommen und im Lichtmikroskop bei 400-facher 
Vergrößerung auf Bildung von Asci untersucht. Zusätzlich wurden die 
Nährböden nach 5 - 7 Tagen mit Jod bedampft. Bei unterschiedlichen 
Paarungstypen werden die an den Kreuzungspunkten befindlichen Sporen 
braun gefärbt.  
 
2.3.5 Test auf Plasmidverlust  
Der Test auf Plasmidverlust dient zur Kontrolle, ob eine bestimmte 
phänotypische Eigenschaft auf einem Plasmid codiert ist. Bei Kultivierung in 
einem Medium ohne Selektionsdruck verliert ein Teil der Zellen das Plasmid, 
wobei die darauf codierte Eigenschaft gemeinsam mit dem plasmidcodierten 
Selektionsmarker verloren geht.  
Eine Kolonie des zu untersuchenden Stammes wurde in Flüssigkultur in 
Hefeextrakt-Glucose-Medium bis zur stationären Wachstumsphase herange-
zogen und anschließend in frisches Medium überimpft. Dieser Vorgang wurde 
neun Mal wiederholt. Dann wurde ein Aliquot der Kultur auf Hefeextrakt-
Glucose-Nährböden ausplattiert. Die dort gewachsenen Kolonien wurden durch 
Überstempeln auf verschiedene Medien auf das Vorhandensein der beiden 
Marker überprüft. Der Test wurde mit allen Stämmen, in die ein Plasmid 
eingebracht worden war, durchgeführt.  
 
2.3.6 Bestimmung der Cadmium-Toleranz auf Nährböden  
Die zu untersuchenden Hefestämme wurden in Flüssigkulturen herangezogen. 
Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen geerntet, mit 
Wasser gewaschen und in Wasser resuspendiert. Nach Erstellen einer 
Verdünnungsreihe der Zellsuspension wurden die einzelnen Verdünnungs-
stufen (107, 106,  105,  104,  103,  102 Zellen/ml) auf Nährböden getropft, die mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an CdCl2 versetzt worden waren, und bei 
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28 °C bebrütet. Wenn die gewachsenen Kolonien mindestens 50 % der Größe 
von Kontrollkolonien besaßen, wurde „++“, wenn die Kolonien weniger als 50 % 
der Größe von Kontrollkolonien besaßen, wurde „+“ angegeben. Falls 
Wachstum bei der größten Zelldichte beobachtet wurde, jedoch keine 
individuellen Kolonien erkennbar waren, wurde „-“ angegeben. Die Abwesenheit 
jeglichen Wachstums wurde mit „--" gekennzeichnet. Als Wert für die 
Cadmiumtoleranz wurde die höchste mit „+“ gekennzeichnete Konzentration 
angegeben.  
 
 
2.4 Proteinchemische Methoden  
 
2.4.1 Proteinexpression und -aufreinigung  
S. pombe wurde in Schüttelkultur (6 x 500 ml EMM) für 24 h herangezogen, die 
Zellen durch Zentrifugation (10 min, 1500 g, 4 °C) geerntet, zweimal mit Wasser 
gewaschen und über Nacht lyophilisiert. Die Zellen wurden in einer Zellmühle 
mit Glasperlen vom Durchmesser 0,1 - 1 mm 3 x 3 min trocken und 3 x 3 min in 
Bindungspuffer (20 mM Na2HPO4 / NaH2PO4, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 
pH 7,4; je 5 ml Puffer pro g Lyophilisat) aufgeschlossen. Nach 10 min 
Inkubation auf Eis wurde der Zellextrakt 6 x je 30 sec auf dem Vortex 
geschüttelt und 30 sec auf Eis gekühlt, anschließend wieder 10 min auf Eis 
inkubiert. Der nach Zentrifugation (10 min, 1000 g, 4 °C) erhaltene Überstand 
wurde auf Eis gestellt und das Pellet erneut, wie angegeben, in Puffer 
aufgeschlossen. Der nach Zentrifugation erhaltene Überstand wurde mit dem 
ersten Überstand vereinigt und nochmals zentrifugiert (45 min, 1500 g, 4 °C). 
Dieser Überstand wurde für die Proteinaufreinigung eingesetzt.  
Die Proteinaufreinigung, ein zweistufiger Prozeß, wurde bei 4 °C durchgeführt. 
Im ersten Schritt, einer Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography (IMAC) 
bindet das zu isolierende Protein über den Histidin-Tag an eine mit Nickel-Ionen 
beladene Matrix. Der zweite Schritt, eine Reactive Dye Affinity 
Chromatography, beruht auf den Wechselwirkungen zwischen dem Protein und 
einem matrixgebundenen Farbstoff, welche sich aufgrund der strukturellen 
Ähnlichkeit des Farbstoffs mit dem Cofaktor NADH ausbilden.   
  
Material und Methoden 
26 
Für die IMAC wurde Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham Pharmacia 
Biotech) nach Anweisungen des Herstellers in einer Säule mit Nickel-Ionen 
beladen. Der Zellextrakt aus S. pombe wurde auf die Säule aufgetragen. Nach 
Waschen mit Bindungspuffer wurden gebundene Proteine eluiert, indem die 
Imidazol-Konzentration im Puffer stufenweise auf 50 mM, 100 mM, 150 mM und 
500 mM erhöht wurde. Die Glutathionsynthetase wurde bei einer Konzentration 
von 100 mM Imidazol eluiert.  
Nach Umpuffern mittels Sephadex G 25-Gelfiltrationschromatographie (10 mM 
Tris/HCl, 20 mM NaCl, pH 7,8) wurde die Probe auf eine mit Cibacron Blue 
3GA-Agarose nach Angaben des Herstellers gepackte Säule gegeben und mit 
10 ml Puffer (10 mM Tris/HCl, 20 mM NaCl, pH 7,8) gewaschen. Die Elution 
erfolgte durch stufenweise Erhöhung der Konzentration an NaCl auf 250 mM, 
500 mM, 750 mM, 1000 mM und 1500 mM. Die Glutathionsynthetase wurde bei 
einer Konzentration von 250 mM NaCl eluiert.  
 
2.4.2 Test auf Glutathionsynthetase-Aktivität  
Die Aktivität der Glutathionsynthetase wurde durch gekoppelten optischen Test 
entsprechend der Methode nach Huang et al. (1995) bestimmt, wobei γ-
Glutamylcystein-Trifluoroacetat-Salz (Sigma) als Substrat eingesetzt wurde. Es 
handelt sich um einen Test, bei dem die Reaktion der Glutathionsynthetase mit 
zwei weiteren enzymatischen Reaktionen gekoppelt wird. Schließlich wird die 
auf der Oxidation von NADH basierende Absorptionsabnahme bei 340 nm 
photometrisch gemessen. Dazu wurde die Glutathionsynthetase aufgereinigt 
und gegen 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 8,2 dialysiert. Die Reaktionsmischung 
und das Enzym wurden getrennt 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde 
dann durch Zugabe des Enzyms zum Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 1 ml) 
initiiert. Der Reaktionsansatz setzte sich folgendermaßen zusammen (Tab. 7):  
 
Tab. 7: Reaktionsansatz für den Aktivitätstest der Glutathionsynthetase.  
 
Substanz  Konzentration
Tris/HCl, pH 8,2  100 mM
γ-Glu-Cys  2 mM
Gly  10 mM
MgCl2  20 mM
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Substanz  Konzentration
ATP  5 mM
Phosphoenolpyruvat  2 mM
NADH  0,2 mM
KCl  150 mM
Pyruvat-Kinase  5 U
L-Lactat-Dehydrogenase  10 U
Glutathionsynthetase  2 µg/ml
 
1 U Enzym ist definiert als die Menge, die die Bildung von 1 µmol Produkt pro 
min katalysiert.  
Die Proteinkonzentration in der Enzymprobe wurde nach Bradford (1976) 
ermittelt, wobei BSA (Rinderserumalbumin) als Standard diente.  
 
2.4.3 SDS-PAGE  
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde gemäß der Methode nach 
Laemmli (1970) unter Verwendung einer Mighty Small Gel Electrophoresis Unit 
der Firma Hoefer (San Francisco, USA) durchgeführt. Als 
Molekulargewichtsstandard dienten der Marker M12 (Novex, San Diego, USA) 
mit Banden bei 200 kDa, 116 kDa, 97 kDa, 66 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 31 kDa, 22 
kDa, 14 kDa und 6 kDa sowie der Marker VIIL (Sigma) mit Banden bei 66 kDa, 
45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa und 14 kDa. Die Proben wurden vor 
der elektrophoretischen Trennung mit RotiLoad1 Probenpuffer (Roth) 
umgesetzt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte 1,5 h bei einer 
Stromstärke von 24 mA pro Gel. Anschließend wurden die Proteine 1 h in einer 
Lösung aus 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 (Serva) in 50 % (v/v) 
Methanol / 10 % (v/v) Essigsäure gefärbt. Zum Entfärben wurde eine Lösung 
aus 50 % (v/v) Methanol / 7,5 % (v/v) Essigsäure verwendet.  
 
2.4.4 Western Blot und Immunoassay des His6-Tags  
Die Proteine wurden nach gelelektrophoretischer Trennung unter Verwendung 
einer Transphor Blotting-Apparatur der Firma Hoefer (San Francisco, USA) auf 
eine PVDF- oder eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Der Elektrotransfer 
erfolgte in CAPS-Puffer (10 mM CAPS, pH 11,0, 15 % (v/v) Methanol) bei 870 
mA für 2 h. Als Größenstandard diente der gefärbte Marker 7B (Sigma) mit 
Banden bei 180 kDa, 116 kDa, 84 kDa, 58 kDa, 49 kDa, 37 kDa und 27 kDa.  
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Proteine, die einen Histidin-Tag trugen, wurden auf der Membran mit Hilfe der 
„Anti-His6-Peroxidase“, eines Konjugats aus einem monoklonalem Anti-His6-
Antikörper aus der Maus und einer Peroxidase aus Meerrettich (Roche), 
sichtbar gemacht. Zur Detektion wurde BM Blue POD Substrate bzw. BM 
Chemiluminiscence Blotting Substrate (POD) (Roche) verwendet. Der 
Nachweis des Histidin-Tags erfolgte gemäß dem Protokoll des Herstellers.  
Einige Histidin-getaggte Proteine konnten durch diesen Antikörper nicht 
detektiert werden. Daher wurde für die Konstrukte der A. thaliana-
Glutathionsynthetase mit N-terminalem His6-Tag sowie für die S. pombe-
Glutathionsynthetase mit N-terminalem His6-Tag das Antikörper-Konjugat 
„Monoclonal Anti-Polyhistidine Peroxidase Conjugate Clone His-1“ (Sigma), für 
die S. pombe-Glutathionsynthetase nach Deletion der Aminosäuren 108 - 113 
mit N- und C-terminalem His6-Tag das „Super Signal® West HisProbeTM Kit  
(Pierce, Rockford, USA) eingesetzt. Die Detektion beruht hier auf der Bindung 
von Nickel2+-Ionen an den Polyhistidin-Tag des nachzuweisenden Proteins. An 
diese divalenten Ionen bindet wiederum ein Derivat der Meerrettich-Peroxidase 
über eine dreizähnige Metallchelator-Gruppe und wird dadurch aktiviert, so daß 
an der entsprechenden Stelle ein Signal auf der Membran sichtbar wird.  
Es wurde jeweils entsprechend den Angaben des Herstellers vorgegangen.  
 
2.4.5 Native PAGE  
Um eine Trennung der Proteine ausschließlich nach Molekulargewicht zu 
gewährleisten, wurden Gradientengele (Ready Gel, 4 - 20 % linear gradient; 
BioRad, München) verwendet. Die native PAGE wurde analog der SDS-PAGE 
durchgeführt, jedoch wurde den Gelpuffern sowie dem Laufpuffer kein SDS 
zugesetzt. Die Proben wurden vor der elektrophoretischen Trennung mit 25 % 
(v/v) Glycerin versetzt. Als Größenstandard diente BSA, da es in Form von 
Monomeren (66 kDa), Dimeren, Trimeren usw. vorliegt.  
 
2.4.6 Zymographie  
Die Zymographie ist eine Methode zum Nachweis von Proteasen in 
Polyacrylamid-Gelen. Dazu wird ein Protein(-gemisch) als mögliches Substrat, 
beispielsweise Gelatine oder Azocasein, in das Gel einpolymerisiert. Nach 
elektrophoretischer Auftrennung und Entfernung des SDS durch Waschen wird 
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das Gel zum Abbau des Substrats inkubiert. Nach Färben und Entfärben des 
Gels deuten farblose Banden auf dem ansonsten gefärbten Gel auf eine 
Protease hin, die das entsprechende Substrat abbaut.  
Die Zymographie wurde, wie bei Hansen et al. (2000) beschrieben, 
durchgeführt.  
 
2.4.7 Gelfiltrationschromatographie  
Die Gelfiltrationschromatographie zur Bestimmung des Molekulargewichts der 
Glutathionsynthetase wurde mit Hilfe eines Fast Performance Liquid 
Chromatography Systems der Firma Amersham Pharmacia Biotech 
durchgeführt. Es wurde eine Superdex 200 HR 10/30 Säule verwendet 
(Säulendurchmesser 10 mm, Betthöhe 30 cm, Bettvolumen 24 ml, 
Ausschlußgröße 1,3 ⋅ 106 Da, Fraktionierbereich 10000 - 600000 Da). Die 
Flußrate lag bei 0,5 ml/min. Proteine wurden durch Messung der UV-Absorption 
bei einer Wellenlänge von 280 nm detektiert. Alkohol-Dehydrogenase aus S. 
cerevisiae (141 kDa; Sigma) diente als Standard. Die 
Gelfiltrationschromatographie wurde in 15 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6,8, in 
Gegenwart von 20 mM NaCl durchgeführt.  
Zum Umpuffern von Proben wurde eine Gelfiltrationschromatographie an 
Sephadex G25 durchgeführt. Hierzu wurde Sephadex G 25 (Amersham 
Pharmacia Biotech) über Nacht in bidestilliertem Wasser hydratisiert, in einer 
Saugflasche entgast und anschließend in eine Säule gepackt. Die Matrix wurde 
vor der Chromatographie jeweils mit 5 Säulenvolumen Puffer äquilibriert.  
 
2.4.8 Protease-Inhibitions-Tests  
Für die Protease-Inhibitions-Tests wurde der Stamm 46a14h- pREP2-gsh2:hft 
verwendet, der die Histidin-getaggte Wildtyp-Form der Glutathionsynthetase 
exprimiert. Die Zellen wurden in Gegenwart verschiedener spezifischer 
Protease-Inhibitoren aufgeschlossen (Aprotinin, 50 µg/ml; Benzamidin-HCl, 10 
mM; EDTA-Na2, 10 mM; E-64, 5 µg/ml; Leupeptin-hemisulfat, 5 µg/ml; Pepstatin 
A, 7 µg/ml; PMSF, 0,5 mM; Roche), welche dem Aufschlußpuffer (20 mM 
Na2HPO4 / NaH2PO4, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7,4) in den 
angegebenen Konzentrationen zugesetzt wurden.  
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Der Hefestamm wurde, wie für die Proteinisolation beschrieben, kultiviert und 
lyophilisiert. 100 mg des Lyophilisats wurden mit 0,5 g Glasperlen (Durch-
messer 0,75 - 1 mm) in einer Schwingmühle der Firma Retsch bei 90 % der 
maximalen Leistung und einer Frequenz von 60 Hz 20 min aufgeschlossen. 
Das Zellmaterial wurde mit 500 µl Puffer versetzt und 8 x jeweils 30 sec auf 
einem Vortex geschüttelt und 30 sec auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation (10 
min, 3500 g, 4 °C) wurde der Überstand abgenommen und das Pellet erneut 
extrahiert. Der nach Zentrifugation erhaltene Überstand wurde mit dem ersten 
vereinigt und bei 4 °C inkubiert. Unmittelbar nach dem Zellaufschluß, nach 1 h, 
nach 5 h und nach 21 h wurden Proben genommen und die Glutathionsynthe-
tase durch Immunoassay nach SDS-PAGE und Western Blot nachgewiesen.  
 
2.4.9 N-terminales Ansequenzieren von Proteinen  
Nach SDS-PAGE und Western Blot wurde die Membran mit einer Lösung aus 
Amidoschwarz (0,5 % (w/v) in 40 % (v/v) Methanol / 10 % (v/v) Essigsäure) 
gefärbt. Nach Entfärben in einer Lösung aus 50 % (v/v) Methanol / 7,5 % (v/v) 
Essigsäure wurden die Proteinbanden für die Sequenzierung ausgeschnitten. 
Die Sequenzierung wurde durch das Institut für Enzymtechnology, Forschungs-
zentrum Jülich nach der Edman-Methode durchgeführt.  
 
2.4.10 Protein- und Peptidanalyse durch MALDI-TOF-MS  
Die Glutathionsynthetase wurde, wie angegeben, aufgereinigt. Für die MALDI-
TOF-MS-Analytik wurde eine Probe verwendet, in der das 56 kDa-Protein 
teilweise zu den 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmenten abgebaut war.  
Zur Bestimmung der genauen Molekulargewichte der einzelnen Proteine wurde 
die Probe gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert. Der Rückstand wurde in 0,5 
% (v/v) TFA (Trifluoressigsäure) gelöst und auf einen Probenträger gegeben. 
Nach Verdunstung des Lösungsmittels wurde die Matrix α-Cyano-4-
hydroxyzimtsäure (20 mg/ml in einer Lösung aus 0,1 % (v/v) TFA und Acetonitril 
(2 : 1 v/v) darauf gegeben.  
Für die Peptidanalyse wurden nach SDS-PAGE die Banden der zu 
analysierenden Proteine aus dem Gel ausgeschnitten. Die weitere Aufarbeitung 
erfolgte entsprechend der Methode nach Jeno et al. (1995). Die Gelstücke 
wurden entfärbt und geschrumpft und die Proteine über Nacht bei 37 °C mit 
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Trypsin (1 µg in 50 µl 0,05 M (NH4)2CO3, pH 8,0) verdaut. Die Fragmente 
wurden aus dem Gel extrahiert und im Vakuum getrocknet. Der Rückstand 
wurde gelöst und die Matrix zugefügt. Peptide mit Molekulargewichten in einem 
Bereich von 400 - 2900 Da konnten unter den gewählten Meßbedingungen der 
MALDI-TOF-MS detektiert werden.  
Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden am Deutschen Wollforschungsinstitut 
der RWTH Aachen aufgenommen. Es wurde ein BRUKER BIFLEXTM III MALDI-
Flugzeitmassenspektrometer (Bruker-Franzen Analytik GmbH, Bremen) 
verwendet, das mit einer SCOUT-Ionenquelle, einem Ionenspiegel (Reflektor) 
und Standard-microchannel-plate-Detektoren ausgerüstet ist. Die Matrix-
anregung erfolgt über einen Stickstofflaser mit einer Wellenlänge von 337 nm 
und einer Pulsdauer von 3 ns. Die Beschleunigungsspannung liegt bei 20 kV.  
Die dargestellten Massenspektren zeigen die Summe der von ca. 100 Laser-
impulsen erzeugten Ionensignale. Die Spektren wurden über mehrer externe 
Ionensignale der Matrix und eines Standards bestehend aus Angiotensin II, 
Substanz P, ACTH-Fragment 1 - 17 und ACTH-Fragment 18 - 39 (Sigma) 
kalibriert.  
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der im Internet zugänglichen Tools 
Protein Prospector3 (Clauser et al., 1999), PeptideMass4 (Wilkins et al., 1997)  
und PepFrag5. Es handelt sich um Tools zur Analyse von Peptidmassen-
Fingerprints. Die experimentell ermittelten Peptidmassen eines proteolytisch 
verdauten Proteins werden mit Proteinsequenzen einer Datenbank abgeglichen 
und darauf basierend Vorschläge zur Identifizierung des Proteins gemacht.  
 
2.4.11 Bestimmung von Glutathion- und Phytochelatingehalten durch RP-
HPLC  
Für die RP-HPLC- (Reversed Phase High Performance Liquid 
Chromatography) Analytik wurde der zu untersuchende Hefestamm in 
gegebenenfalls supplementiertem EMM in Schüttelkultur herangezogen. Zu 
Beginn der logarithmischen Wachstumsphase, bei einer Zellzahl von 1 - 2 ⋅ 107 
Zellen/ml, wurde zur Induktion der Phytochelatinbildung CdCl2 zu einer 
Endkonzentration von 200 µM zugegeben. Nach weiteren 24 h bei 28 °C in 
                                            
3 http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/mshomology.html (2002) 
4 http://us.expasy.org/tools/peptide-mass.html (2002) 
5 http://prowl.rockefeller.edu/PROWL/prowl.html (2002) 
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Schüttelkultur wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 4000 g, 4 °C), mit 
Wasser gewaschen und über Nacht lyophilisiert. Zur Bestimmung des 
Glutathiongehaltes wurde analog vorgegangen, jedoch wurde kein CdCl2 
zugegeben.  
100 mg des Lyophilisats wurden mit 0,5 g Glasperlen (Durchmesser 0,75 - 1 
mm) und einer Stahlkugel (Durchmesser 2 mm) in einer Schwingmühle der 
Firma Retsch bei 90 % der maximalen Leistung und einer Frequenz von 60 Hz 
20 min aufgeschlossen. Das Zellmaterial wurde 5 min mit 0,5 ml bidestilliertem 
Wasser extrahiert, dann 5 min bei 16000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen und das Pellet erneut extrahiert. Von den vereinigten 
Überständen wurde 0,1 ml zur Proteingehaltsbestimmung abgenommen. 0,6 ml 
des Überstandes wurde zur Reduktion der Phytochelatine mit 0,15 ml NaBH4-
Lösung (0,5 % (w/v) in 2,5 M NaOH) versetzt, 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert, anschließend mit 0,2 ml 3,5 M HCl versetzt und 10 min auf Eis 
inkubiert. Die präzipitierten Proteine wurden abzentrifugiert (10 min, 16000 g), 
der Überstand filtriert und am selben Tag durch RP-HPLC analysiert. Die 
Proben wurden bis zur Messung bei -20 °C eingefroren.  
Die Detektion von Glutathion, Phytochelatinen und möglichen anderen 
Sulfhydrylgruppen tragenden Substanzen erfolgte mittels Nachsäulenderivati-
sierung mit 1 mM 2,2‘-Dinitro-5,5‘-dithiodibenzoesäure (Ellman’s Reagenz) 
(Ellman, 1959) in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 8,0. Es wurde das HPLC-
System Gold der Firma Beckman mit einem UV/VIS-Detektor und die Säule 
LiChroCART 250-4 (Partikelgröße 5 µm, Säulenlänge 250 mm, Durchmesser 4 
mm; Merck) mit Vorsäule verwendet. Als Laufmittel wurden 0,05 % (v/v) 
Phosphorsäure (A) und 100 % Acetonitril (B) eingesetzt. Die Flußrate der 
Laufmittel und des Ellman’s Reagenz lag bei 1 ml/min. Das Injektionsvolumen 
betrug 50 µl. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenllänge von 410 nm. Als 
Referenz zur quantitativen Bestimmung dienten Glutathion (Sigma) bzw. die 
Phytochelatine PC2, PC3 und PC4 (AppliChem). Die Dosierung der Laufmittel 
verlief nach folgendem Gradientenprogramm (Tab. 8):  
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Tab. 8: Programm zur Dosierung der Laufmittel bei der RP-HPLC.  
 
Zeit [min] Laufmittel A [%] Dauer des Gradienten [min] 
0 100 - 
8 80 20 
34 100 6 
50 100 - 
 
Der Proteingehalt wurde nach Lowry et al. (1951) bestimmt. Als Eichsubstanz 
diente BSA (Rinderserumalbumin). Die Proben wurden 1 : 25 verdünnt.  
 
2.4.12 Kristallisation der S. pombe-Glutathionsynthetase  
Das Protein wurde, wie angegeben, aufgereinigt. Nach Dialyse gegen 10 mM 
Tris/HCl-Puffer, pH 8,2, mit 20 mM NaCl wurde die Proteinlösung mit 10 mM 
MgSO4, 1 mM KCl, 1 mM D,L-DTT (Dithiothreitol) und 0,1 mM ATP versetzt und 
2 h bei 18 °C inkubiert. Durch Ultrafiltration wurde die Lösung unter 
Verwendung von Centricon YM-30 Centrifugal Filter Devices (Millipore, 
Eschborn) nach Anweisung des Herstellers auf einen Proteingehalt von 3 - 6 
mg/ml konzentriert. Der Proteingehalt wurde nach Bradford (1976) bestimmt. 
Die Probe wurde über einen Ultrafree®-MC 0,1 µm Filter (Millipore, Eschborn) 
filtriert und für ein erstes Screening von Bedingungen zur Kristallisation des 
Proteins eingesetzt.  
Für das Screening wurde das Crystal ScreenTM Kit der Firma Hampton 
Research (Laguna Niguel, USA) verwendet. Der Screen basiert auf einer 
Sparse Matrix nach Jancarik und Kim (1991). Diese stellt eine Auswahl von 
möglichst weit gestreuten Kombinationen von Bedingungen dar, unter denen 
bereits Proteine kristallisiert wurden. Das Kit enthält 50 Lösungen, wobei jeweils 
mehrere Variablen wie Salz, pH-Wert bzw. Puffersystem und präzipitierendes 
Agens (Salze, Polymere, flüchtige und nicht flüchtige organische Verbindungen) 
kombiniert werden.  
Das Screening wurde nach der Hanging Drop Vapour Diffusion Methode 
durchgeführt. Jeweils 500 µl einer Screening-Lösung wurden in ein Reservoir 
einer VDX Platte (Hampton Research, Laguna Niguel, USA) gegeben und mit 
0,04 % (w/v) NaN3 versetzt. 2 µl der Proteinlösung wurden auf ein silanisiertes 
Abdeckgläschen pipettiert, 2 µl der Reservoir-Lösung hinzugegeben und die 
Abdeckplatte mit dem Tropfen nach unten auf das am Rand mit Schliffett 
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versehene Reservoir gelegt. Die VDX Platten wurden in einem Inkubator bei 
17 °C gelagert. Unmittelbar nach dem Pipettieren des Screens, nach 3 Tagen, 
nach einer Woche und anschließend in Abständen von einigen Wochen wurden 
die Tropfen mikroskopisch auf die Entstehung von Präzipitaten und / oder 
Kristallen untersucht. Bei Bildung von Kristallen wurde ein Fein-Screening 
durchgeführt, d.h. die Bedingungen sollten durch leichte Variation des pH-
Werts, der Konzentration des präzipitierenden Agens und der Salzkonzentration 
optimiert werden, um die Größe und Qualität der Kristalle zu erhöhen. Für die 
Röntgenstrukturanalyse müssen fehlerlose Einkristalle vorliegen.  
 
 
2.5 In silico-Analyse der S. pombe-Glutathionsynthetase  
Durch in silico-Analyse wurde eine räumliche Struktur der Glutathiosynthetase 
aus S. pombe erstellt.  
Unter Verwendung der GCG Wisconsin Suite of Programs (Accelrys Inc., San 
Diego, CA) wurden Alignments der Aminosäure-Sequenzen verschiedener 
eukaryotischer Glutathionsynthetasen erstellt.  
Da die Kristallstruktur der Glutathionsynthetase aus S. pombe nicht aufgeklärt 
ist, wurde ein Modell entwickelt, welches auf Homologie-Modelling basiert. 
Dabei diente die Kristallstruktur des menschlichen Enzyms (Polekhina et al., 
1999) als Template. Das Modelling wurde mit Hilfe des Modeler Programms 
unter dem Homologie-Modul Insight II (Accelrys Inc., San Diego, CA) 
durchgeführt. Dieses Homologie-Modelling-Programm berechnet, basierend auf 
einer Kombination von Sequenz- und Strukturinformationen der Template-
Struktur, ein energie-minimiertes Modell aller Atome.  
Zur Vereinfachung der Berechnungen wurde die Struktur einer 56 kDa-
Untereinheit der S. pombe-Glutathionsynthetase modelliert. Da das 
menschlichen Enzym zum Zeitpunkt der Durchführung des Molecular Modelling 
das einzige eukaryotische Enzym war, dessen Struktur bekannt war6, konnten 
keine strukturell konservierten Regionen durch Überlagerung mehrerer 
Proteinstrukturen abgeleitet werden. Daher wurde für kontinuierlich alignte 
Sequenzbereiche zwischen dem menschlichen und dem S. pombe-Protein die 
                                            
6 Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Databank, accession code PDB # 
2HGS (http://www.rcsb.org/pdb/) (2000) 
  
Material und Methoden
35
Struktur des menschlichen Proteins übernommen. Einschübe und Deletionen in 
der Sequenz wurden nur außerhalb von Sekundärstruktur-Elementen 
zugelassen. Einschübe von mehr als drei Aminosäuren wurden in ausgelagerter 
Konformation modelliert.  
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3 Ergebnisse  
 
3.1 Berechnung einer Raumstruktur der Schizosaccharomyces 
pombe-Glutathionsynthetase 
 
3.1.1 Der S. pombe-GSH2-Leserahmen  
Der vollständige GSH2-Leserahmen aus S. pombe umfaßt 1479 Basen und 
codiert für ein Protein von 498 Aminosäuren, welches ein Molekulargewicht von 
56153 Da hat (Abb. 4). Die große Untereinheit beginnt nach Mutoh et al. (1991) 
mit der Aminosäure Methionin an Position 214 und umfaßt die C-terminalen 285 
Aminosäuren des Proteins (AS 214 - 498). Der tatsächliche N-Terminus7 ist 
jedoch die Aminosäure Serin an Position 218. Unter der Annahme, daß das 
GSH2-Gen auch für die kleine Untereinheit codiert, entspricht diese dem N-
terminalen Bereich des Proteins (AS 1 - 217). Demnach ergibt sich für die 
große Untereinheit ein Molekulargewicht von 31705 Da, für die kleine ein 
Molekulargewicht von 24467 Da, was etwa mit den bei Mutoh et al. (1991) 
angegebenen Molekulargewichten der beiden Untereinheiten von 33 kDa und 
26 kDa übereinstimmt.  
 
     1 MEIEKYTPEQ IEELGKGARD FAFAHGVVFT ELSVSKEGRN
    41 IATQIPITLF PSVIPHGAFV EAVSVQKAYN KLYAKIANDY
    81 EFLRLHLQSI TKYDEFMNKL WNLYQKHREA VAHLKENQFQ
   121 PLSLGVFRSD YMVHQDDSFI GCKQVEFNTI SVSFGGVSKA
   161 VSNLHAYCSQ SGLYRKPLTT NYLTVNTSVS GICTGISNAV
   201 DAYRDYVKNI TSKMNIASDN TKPIVLFVVK GGERNITDQR
241 TLEYELLNRF HVISKRIDIA ELNSLIHDKS SNKLYMKTSF
   281 TTYEVAVVYY RVGYALDDYP SQEAWDMRLT IENTLAIKCP
 321 SISTHLAGSK KIQQVLAESN ALERFLEGDE LQAVRSTFAD
  361 MYPLDDTPRG KEGIKLAFEK PEDFVLKPQR EGGGNNTYGK
401 DIPGLLSKMP QEEWDSYILM RYINAVPSQN YILKGERPEK
441 FDVVDEIGIL GTIVWNIKTD EVVQNGQSGF ICRTKPKKTN
481 EGGVATGYAS LSSIELSE
 
Abb. 4: Aminosäuresequenz des durch das S. pombe-GSH2-Gen (SPAC3F10.04) 
codierten Proteins. Das Protein besteht aus 498 Aminosäuren. Methionin-Reste sind in 
rot dargestellt. Die von Mutoh et al. (1991) postulierte große Untereinheit umfaßt die AS 
214 - 498; die tatsächliche große Untereinheit entspricht den AS 218 - 498. Zwei Regionen 
(AS 204 - 218, AS 108 - 113), die bei anderen Eukaryoten nicht vorkommen8, sind grün 
bzw. violett markiert. 
                                            
7 siehe Kapitel 3.3.1  
8 siehe Kapitel 3.1.2  
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3.1.2 Homologievergleich mit anderen Glutathionsynthetasen  
Die Glutathionsynthetase aus S. pombe ist den Enzymen anderer Eukaryoten 
sehr ähnlich. Aminosäure-Alignments des durch den vollständigen GSH2-
Leserahmen codierten 56 kDa-Proteins mit anderen eukaryotischen 
Glutathionsynthetasen zeigten Homologien über den gesamten Bereich (Abb. 
5). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, daß nicht nur die große, sondern auch 
die kleine Untereinheit der S. pombe-Glutathionsynthetase Produkt des GSH2-
Leserahmens ist.  
Die Ähnlichkeiten auf Aminosäure-Ebene zwischen S. pombe und H. sapiens, 
A. thaliana, S. cerevisiae und Pichia angusta liegen bei 50 %, 53 %, 57 % bzw. 
57 %, wobei unter diesen ähnlichen Aminosäuren 35 %, 33 %, 36 % bzw. 37 % 
identische sind. Die einzelnen Enzyme sind also relativ eng miteinander 
verwandt. Zwischen den Sequenzen der eukaryotischen Enzyme und der 
Glutathionsynthetase aus E. coli besteht keine Homologie auf Aminosäure-
Ebene.  
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Abb. 5: Aminosäuresequenz-Alignment der Glutathionsynthetasen aus H. sapiens (Hs), 
A. thaliana (At), S. cerevisiae (Sc), Pichia angusta (Pa) und S. pombe (Sp). 
Sekundärstrukturelemente ( ■■■■■ – α-helix; ►►►►► – β-Faltblatt), die der N-terminalen 
Domäne, der Linker-Domäne zur Deckel-Region, dem Deckel bzw. der C-terminalen 
Domäne der ATP-Grasp-Superfamilie entsprechen, sind in rot, orange, grün bzw. blau 
dargestellt. Gelb markierte Aminosäuren bilden die Glutathion-Bindestelle, orange 
markierte die ATP-Bindestelle und blau markierte die beiden Mg2+-Bindestellen. 
Aminosäuren, die in allen Proteinen identisch sind, sind als Consensus (Cons.) unterhalb 
der Proteine angegeben.  
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Beim menschlichen Enzym wurden Aminosäurereste, die für die Bindung von 
Glutathion, des Cofaktors ATP und der Magnesium-Ionen essentiell sind,  
identifiziert (Polekhina et al., 1999). Die Glutathion-Bindestelle steht dabei 
stellvertretend für die Bindestelle der Substrate γ-Glutamylcystein und Glycin. 
Ausgehend von dem Alignment der Aminosäuresequenzen (Abb. 5) findet man 
bei S. pombe an den entsprechenden Stellen ähnliche, in den meisten Fällen 
sogar identische Reste. Eine Übersicht gibt Tab. 9.  
 
Tab. 9: Essentielle Aminosäurereste der menschlichen Glutathionsynthetase und 
identische bzw. ähnliche Reste an entsprechender Stelle im Modell des S. pombe-
Enzyms. Die Zuordnung erfolgte ausgehend von einem Alignment der Aminosäure-
Sequenzen der beiden Proteine. Die Aminosäuren sind mit 1 - 474 für H. sapiens bzw. 1 - 
498 für S. pombe nummeriert. 
 H. sapiens-
Glutathionsynthetase 
S. pombe-
Glutathionsynthetase  
Funktion  Aminosäure  Position Aminosäure Position 
     
Arg 125 Arg 128 
Ser 149 Ser 151 
Ser 151 Ser 153 
Glu 214 Glu 233 
Asn 216 Asn 235 
Gln 220 Gln 239 
Arg 267 Arg 291 
Tyr 270 Tyr 294 
Arg 450 Arg 473 
Val 461 Val 484 
Glutathion-Bindestelle 
Ala 462 Ala 485 
     
Met 129 Met 132 
Ile 143 Val 145 
Lys 305 Lys 330 
Val 362 Val 386 
Lys 364 Lys 388 
Gly 370 Gly 394 
Asn 373 Asn 397 
Tyr 375 Tyr 399 
Met 398 Met 420 
Glu 399 Arg 421 
Lys 400 Tyr 422 
Ile 401 Ile 423 
Glu 425 Glu 466 
ATP-Bindestelle  
Lys 452 Lys 475 
     
Arg 125 Arg 128 
Gly 369 Gly 393 
Sulfat-Bindestelle  
Arg 450 Arg 473 
     
erste Mg2+-Bindestelle  Glu 144 Glu 146 
     
Asn 146 Asn 148 zweite Mg2+-Bindestelle 
Glu 368 Glu 391 
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Die essentiellen Aminosäurereste sind zwischen beiden Enzymen hoch 
konserviert, und die Konservierung um diese Aminosäuren herum ist höher als 
über das gesamte Protein betrachtet. Dies unterstreicht die strukturelle und 
funktionelle Bedeutung dieser Bereiche.  
 
Eine auffällige Abweichung zwischen den eukaryotischen Enzymen bildet eine 
Region von 15 Aminosäuren (AS 204 - 218), die ausschließlich im S. pombe-
Protein vorkommt (Abb. 4, Abb. 5). In den Proteinen der Hefen P. angusta und 
S. cerevisiae befinden sich an entsprechender Stelle kürzere Einschübe von 9 
Aminosäuren.  
Der Einschub von 15 Aminosäuren bei S. pombe liegt an der Grenze zwischen 
der angenommenen kleinen und großen Untereinheit des Enzyms.  
 
3.1.3 Molecular Modelling der S. pombe-Glutathionsynthetase 
Basierend auf dem Aminosäure-Alignment und der Kristallstruktur der 
menschlichen Glutathionsynthetase (Polekhina et al., 1999) wurde ein Modell 
der räumlichen Struktur der S. pombe-Glutathionsynthetase erstellt. Obwohl 
auch eine Kristallstruktur für das E. coli-Enzym vorliegt (Yamaguchi et al., 1993, 
Matsuda et al., 1996), wurden diese Daten aufgrund der fehlenden 
Sequenzhomologie nicht mit einbezogen. Abb. 6 zeigt das Modell der S. 
pombe-Glutathionsynthetase.  
Die Struktur wurde basierend auf der Annahme berechnet, daß das S. pombe-
Enzym als Homodimer aus zwei 56 kDa-Untereinheiten – jeweils codiert durch 
den vollständigen GSH2-Leserahmen – vorliegt. Aus rechentechnischen 
Gründen wurde nicht die Quartärstruktur des Proteins, sondern nur die 
Tertiärstruktur einer 56 kDa-Untereinheit ermittelt.  
Die Regionen der Aminosäuren 1 - 203 bzw. 219 - 498 sind in rot bzw. blau 
dargestellt. Die für das S. pombe-Enzym modellierte Struktur ist der 
Kristallstruktur der menschlichen Glutathionsynthetase sehr ähnlich. Essentielle 
Reste sind konserviert und liegen in einer ähnlichen räumlichen Umgebung. 
Einen deutlichen Unterschied allerdings bildet der bereits erwähnte Bereich von 
15 Aminosäuren (AS 204 - 218), die im S. pombe-Enzym eingeschoben sind. 
Im Modell ist diese Region als nach außen gekehrter Loop in gelb dargestellt.  
Ihre genaue Lage und ihre Bedeutung für die Struktur des Enzyms konnten 
  
Ergebnisse
41
aufgrund der fehlenden Homologie nicht vorausgesagt werden. Vier weitere 
kurze Inserts (grün gekennzeichnet) und eine Deletion einer Aminosäure sind in 
räumlicher Nähe des Einschubs von 15 Aminosäuren angeordnet.  
 
 
Abb. 6: Homologie-Modell der S. pombe-Glutathionsynthetase. Gezeigt ist die Struktur 
eines 56 kDa-Monomers. Die Regionen der kleinen und großen Untereinheit sind in rot 
bzw. blau dargestellt; die Aminosäuren 204 - 218, die ausschließlich in der S. pombe-
Glutathionsynthetase vorkommen und größtenteils zur kleinen Untereinheit gehören, 
sind gelb markiert. Weitere Regionen ohne Homologie zum menschlichen Enzym sind 
grün gezeichnet. Der N- und C-Terminus (M 1 und E 498) des Proteins sind markiert (N-
ter, C-ter). Am Enzym sind zwei Magnesium-Ionen, Glutathion und der Cofaktor ATP 
gebunden.  
 
Die große und die kleine Untereinheit sind nicht nur über Wechselwirkungen 
zwischen einzelnen Aminosäureresten oberflächlich aneinander gebunden, 
sondern ihre Domänen sind miteinander verdrillt. Dies spricht wieder dafür, daß 
die Glutathionsynthetase in S. pombe zunächst – wie bei den anderen 
Eukaryoten – als Homodimer aus zwei 56 kDa-Proteinen vorliegt, die jeweils 
unter Bildung der großen und kleinen Untereinheit gespalten werden können. 
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3.1.4 Ähnlichkeiten zwischen den eukaryotischen Glutathionsynthetasen 
und dem Protein aus E. coli  
Die Strukturen der Glutathionsynthetasen aus H. sapiens (Polekhina et al., 
1999) und E. coli (Yamaguchi et al., 1993) wurden überlagert  (Abb. 7).  
 
 
Abb. 7: Strukturelle Ähnlichkeiten der Glutathionsynthetasen aus E. coli und H. sapiens. 
Eine 36 kDa-Untereinheit des bakteriellen Enzyms wurde mit einer 52 kDa-Untereinheit 
des menschlichen Enzyms überlagert. Die Überlagerung basiert auf den innerhalb jeder 
der beiden Stukturen gebundenen Substraten, im einzelnen zwei Magnesium-Ionen, den 
zwei Phosphatresten des gebundenen ADP sowie dem Schwefel-Atom des Sulfats, das 
einen Phosphatrest ersetzt. Das E. coli-Enzym ist in grün dargestellt, das menschliche 
Enzym in rot / blau, wobei rote Bereiche der N-terminalen „kleinen“ Untereinheit, blaue 
der C-terminalen „großen“ Untereinheit der S. pombe-Glutathionsynthetase entsprechen. 
Die Region der 15 Aminosäuren (AS 204 - 218), die ausschließlich bei S. pombe 
vorkommt, ist im menschlichen Enzym als gelber Loop hinzugefügt. Die N- und C-
Termini des E. coli- und des menschlichen Proteins sind durch grüne bzw. rote / blaue 
Kugeln markiert. 
 
Das E. coli-Enzym ist in grün, sein menschliches Gegenstück in rot / blau 
dargestellt. Der rote Teil entspricht der N-terminalen „kleinen“ Untereinheit, der 
blaue der C-terminalen „großen“ Untereinheit der S. pombe-
Glutathionsynthetase. Obwohl zwischen den beiden Enzymen keine signifikante 
Sequenzhomologie besteht, zeigt eine Überlagerung ihrer räumlichen 
Strukturen – vor allem im Bereich der Bindungsstellen für die Substrate und 
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Cofaktoren – gemeinsame konservierte Sequenzmotive. Anhand seiner Struktur 
wurde das menschliche Enzym der ATP-Grasp-Superfamilie zugeordnet, zu der 
auch die E. coli-Glutathionsynthetase gehört (Polekhina et al., 1999). Das Insert 
von 15 Aminosäuren im S. pombe-Enzym (Abb. 7, im menschlichen Enzym an 
der entsprechenden Position als zusätzliche Region in gelb dargestellt), liegt 
zwischen der ursprünglichen C- und N-terminalen Domäne der ATP-Grasp-
Superfamilie. Die ursprünglichen Termini dieser Superfamilie wurden in der 
Evolution der eukaryotischen Glutathionsynthetasen durch ein Permutations-
ereignis, welches eine zirkuläre Verschiebung der konservierten 
Sekundärstrukturelemente zur Folge hatte, verknüpft (Polekhina et al., 1999). 
Die Permutation ist der Grund für die fehlende Sequenzhomologie zwischen der 
bakteriellen und den eukaryotischen Glutathionsynthetasen. Es liegt nahe, daß 
auch das Vorhandensein des Einschubs im S. pombe-Enzym mit diesem 
Permutationsereignis in Zusammenhang steht.  
 
Die mittels in silico-Analyse gewonnenen Erkenntnisse wurden im folgenden 
experimentell überprüft. Zunächst wurde die Wildtyp-Form der Glutathion-
synthetase aus S. pombe isoliert; anschließend wurden durch in vitro-
Mutagenese strukturelle Veränderungen am Enzym vorgenommen, um die 
Bedeutung einzelner Regionen zu untersuchen.  
 
 
3.2 Die Glutathionsynthetase kommt in homodimerer und in 
heterotetramerer Form in Schizosaccharomyces pombe 
vor 
 
3.2.1 Homologe Expression der Glutathionsynthetase in S. pombe  
Zur strukturellen Untersuchung sollte die S. pombe-Glutathionsynthetase 
homolog exprimiert und aufgereinigt werden.  
In einer vorangehenden Arbeit9 wurde das GSH2-Gen durch PCR amplifiziert 
und C-terminal eine für 6 Histidinreste codierende Sequenz angehängt. Nach 
Bestätigung der Identität durch Sequenzierung wurde das Fragment zur 
homologen Expression in den Vektor pREP2 inseriert. Das Gen steht unter 
                                            
9 A. Bildstein, Diplomarbeit, RWTH Aachen, Institut für Biologie IV, 2000 
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Kontrolle des nmt1-Promotors, welcher durch die Anwesenheit von Thiamin 
(teilweise) reprimiert werden kann. Dieser Vektor pREP2-gsh2:hft wurde für die 
weiteren Versuche zur Proteinexpression übernommen.  
Um die Funktionalität der Glutathionsynthetase in vivo zu prüfen, wurde zur 
Expression der S. pombe-Stamm 46a14h- (Wunderlich, 1999) verwendet. Es 
handelt sich um eine GSH2-Disruptante, die aus dem Stamm D18h- hervorgeht. 
Die Basen 569 bis 1048 des GSH2-Leserahmens wurden durch das 1488 bp 
große KanMX4-Modul (Wach et al., 1994) ersetzt; daher wird keine eigene 
funktionale Glutathionsynthetase gebildet.  
Da der Stamm 46a14h- nicht transformierbar ist, wurde das Plasmid durch 
Kreuzung eingebracht. Dazu wurde der Stamm zunächst mit dem Stamm 
D18h+ gekreuzt. Das Produkt 46a14h+ hatte – mit Ausnahme des Paarungstyps 
– denselben genetischen Hintergrund wie 46a14h-. Anschließend wurde D18h- 
mit dem Plasmid pREP2-gsh2:hft transformiert und die Transformante mit dem 
Stamm 46a14h+ gekreuzt. Die Kreuzungsprodukte wurden auf Geneticin-
Resistenz (Disruption des chromosomalen GSH2-Gens) und Uracil-Prototrophie 
(Erhalt des Plasmids pREP2-gsh2:hft) überprüft und einer der erhaltenen Klone, 
der Stamm 46a14h- pREP2-gsh2:hft, für die Proteinexpression eingesetzt. 
Analog wurde der Vektor pREP2 ohne Insert in die GSH2-Disruptante 
eingebracht. Der resultierende Stamm 46a14h- pREP2 diente als 
Negativkontrolle.  
 
3.2.2 Aufreinigung der Glutathionsynthetase aus S. pombe  
Die Glutathionsynthetase wurde über zwei affinitätschromatographische 
Schritte aufgereinigt. Der erste Schritt bestand in einer Immobilized Metal Ion 
Affinity Chromatography (IMAC). Dabei bindet das zu isolierende Protein über 
einen Histidin-Tag an eine mit Nickel-Ionen beladene Matrix. Zur Elution wird 
Imidazol eingesetzt, welches mit dem Protein um Ni2+-Bindestellen konkurriert 
und – in Abhängigkeit von der Konzentration – das Protein von der Matrix 
verdrängt.  
Die Glutathionsynthetase wurde bei einer Imidazol-Konzentration von 100 mM 
eluiert. Diese Fraktion enthielt jedoch neben der Glutathionsynthetase, wie 
durch N-terminales Ansequenzieren festgestellt wurde, größere Mengen der 
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Alkohol-Dehydrogenase und der Glycerin-Dehydrogenase aus S. pombe und 
geringe Mengen einiger weiterer Proteine.  
Der zweite Aufreinigungsschritt, eine Reactive Dye Affinity Chromatography, 
beruht auf der Bindung von Proteinen an einen immobilisierten Farbstoff, 
welcher strukturelle Ähnlichkeiten mit einem Cofaktor hat. Neben diesen 
biospezifischen Interaktionen kann es auch zu elektrostatischen und 
hydrophoben Wechselwirkungen mit dem anionischen aromatischen Liganden 
kommen. Der hier verwendete Farbstoff Cibacron Blue imitiert NADH, den 
Cofaktor der Alkohol- und der Glycerin-Dehydrogenase. Zur Elution wird die 
Salzkonzentration des Puffers stufenweise erhöht, so daß die Wechsel-
wirkungen zwischen den Proteinen und der Matrix aufgehoben werden. Sowohl 
die Glutathionsynthetase als auch die kontaminierenden Proteine banden an 
die Matrix. Die Glutathionsynthetase wurde bei einer Konzentration von 250 mM 
NaCl in reiner Form eluiert (Abb. 8). Alkohol- und Glycerin-Dehydrogenase 
wurden erst bei Erhöhung der NaCl-Konzentration auf 1000 mM im Eluat 
nachgewiesen.  
 
Gelfiltrationschromatographie der aufgereinigten Glutathionsynthetase ergab 
einen Protein-Peak bei einem etwas geringeren Elutionsvolumen im Vergleich 
zu Alkohol-Dehydrogenase aus S. cerevisiae (141 kDa), welche zum 
Kalibrieren der Säule verwendet wurde. Dies stimmt mit dem von Nakagawa et 
al. (1993) für die S. pombe-Glutathionsynthetase experimentell ermittelten 
Molekulargewicht von etwa 120 kDa überein.  
SDS-PAGE zeigte unmittelbar nach der Aufreinigung des Proteins eine 
intensive Bande bei 56 kDa und zwei schwächere Banden bei 32 kDa und 24 
kDa (Abb. 8). Banden bei 33 kDa und 26 kDa wurden auch in der Literatur 
(Nakagawa et al., 1993) für die S. pombe-Glutathionsynthetase beschrieben. 
Western Blot und Immunoassay unter Verwendung des Anti-His6-Antikörpers 
lieferte Signale bei 56 und 32 kDa (Abb. 8). Der His6-Tag war an den C-
Terminus der Glutathionsynthetase angehängt worden.   
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Abb. 8: SDS-PAGE nach einzelnen Schritten der Proteinaufreinigung: Größenstandard 
VIIL (1), Fraktion nach IMAC (2), Fraktion nach Reactive Dye Affinity Chromatography (3), 
Größenstandard M12 (4) und Immunoassay der aufgereinigten Glutathionsynthetase (5). 
 
Bei längerer Lagerung des Proteins (10 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7,8, 20 mM 
NaCl, 4 °C) verschwand die 56 kDa-Bande allmählich, während die Intensität 
der 32- und der 24 kDa-Banden zunahm. Nach vierwöchiger Lagerung einer 
partiell über IMAC aufgereinigten Proteinpräparation war die 56 kDa-Bande 
nicht mehr nachweisbar. Bei reinen Proteinpräparationen hingegen wurde die 
56 kDa-Bande zwar schwächer, war aber nach mehr als viermonatiger 
Lagerung bei 4 °C noch vorhanden.  
Dies spricht für eine Entstehung des 32 kDa- und des 24 kDa-Proteins aus dem 
56 kDa-Protein durch Proteolyse. Das 24 kDa-Protein ist demnach der N-
Terminus des 56 kDa-Proteins und somit auch im Immunoassay nicht 
nachweisbar.  
Eine native PAGE zeigte sowohl für das 56 kDa-Protein unmittelbar nach der 
Aufreinigung als auch nach vollständiger Spaltung zu den 32 kDa- und 24 kDa-
Subfragmenten eine Bande von ungefähr 120 kDa10 (Abb. 9).  
Dies bedeutet, daß die Glutathionsynthetase aus S. pombe in zwei Formen 
vorliegt, nämlich als Homodimer aus zwei identischen 56 kDa-Untereinheiten 
und als Heterotetramer aus zwei 32 kDa- und zwei 24 kDa-Untereinheiten. 
Beide Formen des Proteins waren sowohl in vivo als auch in vitro enzymatisch 
aktiv11.  
 
                                            
10 Die native PAGE läßt keine exakten Angaben bezüglich des Molekulargewichts zu.  
11 siehe Kapitel 3.8 und 3.9  
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Abb. 9: Native PAGE der Glutathionsynthetase: Marker BSA (1), Glutathionsynthetase 
unmittelbar nach Aufreinigung (2) bzw. nach vollständigem Abbau des 56 kDa-Proteins 
zu den 32 kDa- und 24 kDa-Subfragmenten. 
 
Um zu zeigen, daß das 24 kDa-Protein ein N-terminales Fragment des 56 kDa-
Proteins darstellt, wurde die Glutathionsynthetase mit einem N-terminalen His6-
Tag markiert und in der GSH2-Disruptante 46leu42 exprimiert. SDS-PAGE und 
Immunoassay eines Zellextraktes des resultierenden Stammes 46leu42 
pREP2-hft:gsh2 ergaben Signale bei 56 kDa und 24 kDa.   
 
 
3.3 Die Schizosaccharomyces pombe-Glutathionsynthetase 
wird durch das GSH2-Gen codiert  
 
3.3.1 N-terminales Ansequenzieren der Proteine  
Das 56 kDa-, das 32 kDa- und das 24 kDa-Protein wurden nach der Edman-
Methode N-terminal ansequenziert. Dadurch sollte einerseits – anhand der 
Proteinsequenz – eine Zuordnung zum GSH2-Gen als dem codiereden Gen 
bestätigt werden, andererseits sollten die N-Termini der Proteine identifiziert 
werden.  
Die N-terminale Sequenz des 32 kDa-Proteins lautet SDNTKPIVLF. Demnach 
wird dieses Fragment durch das GSH2-Gen codiert und beginnt mit der 
Aminosäure Serin an Position 218 des vollständigen Leserahmens und nicht – 
wie von Mutoh et al. (1991) angenommen – mit der Aminosäure Methionin an 
Position 214. Dieser abweichende Startpunkt spricht auch für den 
proteolytischen Ursprung des Proteins.  
Das 56 kDa- und das 24 kDa-Protein waren N-terminal blockiert.  
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3.3.2 Peptidanalyse des 24 kDa-Proteins durch MALDI-TOF-MS  
Das 24 kDa-Protein wurde einer MALDI-TOF-MS-Analyse (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization-Time of Flight-Massenspektrometrie) unterzogen.  
Dies ist ein Verfahren, mit dem die Masse von intakten Molekülen, 
beispielsweise Proteinen oder Peptiden, sehr genau bestimmt werden kann.  
Mit Hilfe des sogenannten „Peptide Mapping“ ist so eine Identifizierung 
unbekannter Proteine möglich. Dazu wird das Protein mit einer Protease 
spezifisch gespalten, und die im Spektrum detektierten Fragmentmassen 
werden mit Proteindatenbanken abgeglichen. Außerdem ist durch MALDI-TOF-
MS eine Sequenzierung von Peptiden möglich, da die erzeugten Ionen im 
Flugrohr zum Teil metastabil zerfallen (Post Source Decay, PSD), wobei die 
Fragmentierung meist an den Peptidbindungen erfolgt.  
Für das Peptide Mapping wurde das 24 kDa-Protein mit der Protease Trypsin 
verdaut. Die erhaltenen Peptide wurden durch MALDI-TOF-MS untersucht. Das 
Massenspektrum ist in Abb. 10 dargestellt.  
Theoretisch entstehen beim tryptischen Verdau eines Proteins, das durch den 
N-terminalen Bereich des GSH2-Gens codiert wird, 22 Fragmente (Tab. 10). 19 
dieser Peptide haben Molekulargewichte innerhalb des Meßbereichs von 400 
bis 2900 Da.  
 
Tab. 10: Übersicht über die bei der MALDI-TOF-MS nachgewiesenen Fragmente des 24 
kDa-Proteins. Mit „+“ gekennzeichnete Fragmente wurden detektiert, mit „-“ 
gekennzeichnete Fragmente waren nicht im Spektrum sichtbar. Mit „*“ gekennzeichnete 
Fragmente wurden nicht direkt, sondern als Teile von unvollständig verdauten größeren 
Fragmenten nachgewiesen. „n.d.“ bedeutet, daß das entsprechende Fragment aufgrund 
einer zu großen oder zu kleinen Masse außerhalb des Meßbereichs lag.  
 
Masse [Da] Position Peptidsequenz Detektion 
649.3 1-5 MEIEK - 
1306.7 6-16 YTPEQIEELGK + 
303.2 17-19 GAR * 
1853.9 20-36 DFAFAHGVVFTELSVSK + 
361.2 37-39 EGR * 
2976.7 40-67 NIATQIPITLFPSVIPHGAFVEAVSVQK n.d. 
495.3 68-71 AYNK - 
494.3 72-75 LYAK - 
1140.6 76-84 IANDYEFLR + 
939.6 85-92 LHLQSITK + 
946.4 93-99 YDEFMNK + 
964.5 100-106 LWNLYQK + 
312.2 107-108 HR n.d. 
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Masse [Da] Position Peptidsequenz Detektion 
767.4 109-115 EAVAHLK - 
1534.8 116-128 ENQFQPLSLGVFR + 
1744.7 129-143 SDYMVHQDDSFIGCK - 
1698.9 144-159 QVEFNTISVSFGGVSK + 
1768.8 160-175 AVSNLHAYCSQSGLYR + 
3058.6 176-204 KPLTTNYLTVNTSVSGICTG ISNAVDAYR n.d. 
524.3 205-208 DYVK - 
562.3 209-213 NITSK - 
448.2 214-217 MNIA - 
 
 
Abb. 10: Massenspektrum der Fragmente des 24 kDa-Proteins nach tryptischem Verdau. 
Auf der x-Achse ist das Molekulargewicht in Da, auf der y-Achse ein Maß für die relative 
Intensität dargestellt. Bei den Peaks, die Peptiden der Glutathionsynthetase zugeordnet 
wurden, sind die Molekulargewichte angegeben. Außerdem sind einige Peaks, die aus 
der Autoproteolyse der Protease Trypsin stammen, markiert. 
 
Von den erwarteten 19 Fragmente wurden 11 detektiert, 8 konnten nicht 
nachgewiesen werden (Tab. 10, Abb. 10). Im Spektrum traten einige 
zusätzliche Peaks auf, die nicht zugeordnet werden konnten.  
Eine Erklärung hierfür ist, daß einzelne Fragmente unter Umständen schlecht 
desorbieren und deshalb keine Signale liefern. Darüber hinaus sind 
Proteinfragmente mit Molekulargewichten unterhalb von 1000 Da zum Teil 
schwierig zu identifizieren, da in diesem Bereich zusätzlich Peaks von 
Molekülen der Matrix auftreten. Das Fragmentierungsmuster der 
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Matrixmoleküle jedoch ist zum einen grundsätzlich bei einer Wiederholung der 
Messung nicht reproduzierbar; zum anderen hängt es auch davon ab, ob die 
Matrix alleine oder mit Protein gemessen wird. Mögliche Matrixpeaks lassen 
sich also nicht durch eine Referenzmessung eliminieren. Weiterhin können 
Addukte von Peptidfragmenten und Matrixmolekülen sowie Addukte von 
Peptidfragmenten entstehen. Erstere sind anhand ihrer Molekulargewichte nicht 
als solche zu identifizieren. Möglich ist auch, daß Peptidfragmente unbekannte 
Modifizierungen tragen und ihr tatsächliches Molekulargewicht daher von dem 
berechneten Wert abweicht. Im Spektrum treten meist auch Fragmente auf, die 
durch Autoproteolyse der zum Verdau des Proteins eingesetzten Protease 
entstehen. Solche Peaks sind jedoch in der Regel erkennbar, da die Sequenz 
der Protease bekannt ist und die Molekulargewichte möglicher Autolyse-
Produkte berechnet werden können. So konnten einige Peaks im Spektrum der 
Protease Trypsin zugeordnet werden (Abb. 10).  
 
Mit den Molekulargewichten von 11 zufällig ausgewählten, deutlich 
nachweisbaren Fragmenten (939,6 Da; 946,4 Da; 964,5 Da; 1140,6 Da; 1306,7 
Da; 1507,5 Da; 1534,8 Da; 1590,5 Da; 1698,9 Da; 1734,6 Da und 1860,8 Da) 
wurde eine „Peptide Mass Fingerprint“-Recherche in einer S. pombe-
Proteindatenbank12 durchgeführt. Die Mindestanzahl übereinstimmender 
Peptide wurde auf 4 festgesetzt, der Toleranzbereich der Molekulargewichte auf 
1 Da.  
Mit der höchsten Übereinstimmung wurde die Glutathionsynthetase als das 
Protein vorgeschlagen, von dem dieses Fragmentierungsmuster stammt: 8 der 
11 Fragmente wurden – übereinstimmend mit den Daten des Massenspektrums 
(Tab. 10) – der Glutathionsynthetase zugeordnet. Mit geringerer Überein-
stimmung wurden weitere 65 bekannte oder hypothetische S. pombe-Proteine 
in der Datenbank gefunden, denen 4, 5 oder 6 der angegebenen Peptide 
zugeordnet werden konnten.  
Wurde die Recherche ausschließlich mit den 8 Molekulargewichten 
durchgeführt, die von Fragmenten der Glutathionsynthetase stammten (939,6 
Da; 946,4 Da; 964,5 Da; 1140,6 Da; 1306,7 Da; 1534,8 Da; 1590,5 Da und 
1698,9 Da), wurde die Glutathionsynthetase mit noch höherer Übereinstimmung 
                                            
12 SwissProt.12.26.2001 (http://us.expasy.org/sprot/) (2001) 
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identifiziert. Daneben wurden 28 weitere Proteine gefunden, die 4 oder 5 der 
Peptide liefern würden. Die Wahrscheinlichkeit war für diese Proteine jedoch 
deutlich geringer, da – im Gegensatz zur Glutathionsynthetase – nicht jede der 
8 Fragmentmassen korrekt zugeordnet werden konnte.  
 
Zur weiteren Absicherung des Ergebnisses wurde eines der Peptide der 
Glutathionsynthetase sequenziert. Aus meßtechnischen Gründen wurde das 
Peptid der Größe 1140,6 Da (Aminosäuren 76 - 84) ausgewählt, welches das 
intensivste Signal lieferte. Die Spaltung des Peptids kann theoretisch hinter 
jeder Aminosäure erfolgen, d.h. es müßten Signale aller theoretisch möglichen 
Fragmente des Peptids auftreten.  
Im Spektrum wurden Ionen bei den entsprechenden Molekulargewichten 
detektiert; die erwartete Sequenz IANDYEFLR wurde also bestätigt.  
 
Die MALDI-TOF-MS-Analytik insgesamt bestätigte, daß die kleine Untereinheit 
der Glutathionsynthetase durch den 5’-Bereich des GSH2-Gens codiert wird 
und somit dem N-terminalen Bereich des 56 kDa-Proteins entspricht.  
 
3.3.3 Struktur des S. pombe-GSH2-Gens  
Die bisherigen Ergebnisse zeigten, daß sowohl die homodimere als auch die 
heterotetramere Form der S. pombe-Glutathionsynthetase durch das GSH2-
Gen codiert wird. Die 56 kDa-Untereinheit des Homodimers, aufgebaut aus 498 
Aminosäuren, ist Produkt des vollständigen Leserahmens. Die von Nakagawa 
et al. (1993) beschriebene große und kleine Untereinheit, hier als 32 kDa- und 
24 kDa-Proteine oder -Subfragmente bezeichnet, entstehen aus dem 56 kDa-
Protein durch proteolytische Spaltung. Dabei stellt das 24 kDa-Subfragment 
den N-Terminus (Aminosäure 1 - 217), das 32 kDa-Subfragment den C-
Terminus (Aminosäure 218 - 498) des 56 kDa-Proteins dar (Abb. 11).  
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Abb. 11: Schematische Übersicht des S. pombe-GSH2-Gens bzw. des Konstruktes zur 
homologen Expression der Glutathionsynthetase. Das 24 kDa-Subfragment (AS 1 - 217) 
ist in grau, das 32 kDa-Subfragment (AS 218 - 498) in weiß, der C-terminale His6-Tag (H) 
des Konstruktes in schwarz dargestellt. Die Positionen einiger Aminosäuren sind durch 
Pfeile markiert: die N-terminale AS M 1, die C-terminale AS E 498, der N-Terminus der von 
Wang et al. (1991) angenommenen großen Untereinheit M 214 sowie die AS R 204 und S 
218, welche eine Region begrenzen, die ausschließlich bei S. pombe vorkommt.  
 
Die Region des Proteins, die ausschließlich bei S. pombe vorkommt (AS 204 - 
218), liegt an der Grenze der beiden Subfragmente. Da diese Region bei den 
anderen eukaryotischen Enzymen – sämtlich Homodimere – fehlt, ist 
anzunehmen, daß hier möglicherweise die Schnittstelle für eine Protease liegt, 
die die homodimere Form der S. pombe-Glutathionsynthetase unter Bildung der 
heterotetrameren Form spaltet. Dies wurde im folgenden überprüft.  
 
 
3.4 Die Schizosaccharomyces pombe-Glutathionsynthetase 
wird proteolytisch gespalten  
 
3.4.1 In vitro-Mutagenese der S. pombe-Glutathionsynthetase: Deletion 
der Aminosäuren 204 - 218  
Die Aminosäuren 204 - 218, welche ausschließlich in der S. pombe-
Glutathionsynthetase vorkommen, wurden deletiert. Dazu wurden die 
stromaufwärts und stromabwärts gelegenen Regionen des GSH2-Gens durch 
PCR unabhängig voneinander amplifiziert und hintereinander in den Vektor 
pUC19 kloniert. Das 3’-Ende des gesamten Inserts wurde mittels PCR mit 
einem His6-Tag markiert, und dieses Fragment wurde in pUC19 sowie in den 
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Expressionsvektor pREP2 ligiert. Die Identität des Konstruktes wurde durch 
Sequenzierung bestätigt. Aufgrund der Insertion über die KpnI-
Restriktionsschnittstelle wurden die Aminosäuren Glycin und Threonin zwischen 
den beiden Fragmenten eingeschoben.  
Das Protein wurde in der GSH2-Disruptante 46a14h- exprimiert und, wie für die 
native Form der Glutathionsynthetase beschrieben, aufgereinigt.  
 
Eine native PAGE lieferte eine Bande bei etwa 120 kDa, also im gleichen 
Bereich wie für das native Protein beobachtet. Bei SDS-PAGE und im 
Immunoassay wurde nur ein Protein bei etwa 56 kDa nachgewiesen (Abb. 12); 
Banden bei 32 kDa und 24 kDa traten nicht auf.  
 
 
Abb. 12: SDS-PAGE der Glutathionsynthetase nach Deletion der Aminosäuren 204 - 218: 
Marker VIIL (1), aufgereinigtes Protein (2) und Immunoassay des Proteins (3). 
 
Das Protein lag folglich als Homodimer aus zwei 56 kDa-Untereinheiten vor. Die 
56 kDa-Untereinheiten waren äußerst stabil; nach sechsmonatiger Lagerung 
(10 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7,8, 20 mM NaCl, 4 °C) war keine Spaltung zu den 
32 kDa- und 24 kDa-Subfragmenten zu beobachten. Im deletierten Bereich 
befindet sich also eine Schnittstelle, an der die proteolytische Spaltung des 56 
kDa-Proteins zu den Subfragmenten erfolgt.  
Aktivitätstests zeigten, daß dieses Enzym in vivo und in vitro funktional war13. 
Die deletierte Region ist also nicht essentiell für die Aktivität des Proteins.   
 
 
                                            
13 siehe Kapitel 3.7 und 3.8  
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3.4.2 Lokalisation der Protease-Schnittstelle  
Die Protease-Schnittstelle sollte innerhalb der Aminosäuren 204 - 218 genauer 
lokalisiert werden. Dazu wurden die exakten Molekulargewichte des 56 kDa-
Proteins und der 32 kDa- und 24 kDa-Subfragmente durch MALDI-TOF-MS  
bestimmt (Tab. 11).  
 
Tab. 11: Durch MALDI-TOF-MS experimentell ermittelte und berechnete 
Molekulargewichte der einzelnen Proteine. Für die Berechnung wurde eine Spaltung 
zwischen den Aminosäuren A 217 und S 218 angenommen. Bei den durch (*) 
gekennzeichneten Werten wurde das Molekulargewicht des His6-Tags subtrahiert, d.h. 
diese Werte gelten für das chromosomal codierte natürliche Enzym in der Zelle.  
 
Protein MW [Da] 
(MALDI) 
MW [Da] 
(berechnet) 
Abweichung
56 kDa 56.981 56.975 
(56.153*) 
0,01 % 
32 kDa 32.630 32.527 
(31.705*) 
0,32 % 
24 kDa 24.352 24.467 0,47 % 
 
Die beste Übereinstimmung mit diesen Werten ergäbe eine Spaltung des 
Proteins zwischen den Aminosäuren 216 (Isoleucin) und 217 (Alanin). Die 
Fragmente hätten Molekulargewichte von 32.598 Da bzw. 24.396 Da.  
Durch Ansequenzieren war jedoch die Aminosäure Serin an Position 218 als N-
Terminus des 32 kDa-Subfragmentes identifiziert worden. Ausgehend von einer 
Spaltung des 56 kDa-Proteins zwischen den Aminosäuren Alanin und Serin an 
den Positionen 217 und 218 beträgt die Abweichung zwischen den 
massenspektrometrisch ermittelten und den berechneten Molekulargewichten 
0,32 % bzw. 0,47 %. Dieser Wert liegt unter Berücksichtigung der hohen 
Molekulargewichte der untersuchten Proteine, der relativ großen Peakbreite im 
Massenspektrum sowie der externen Kalibrierung des Gerätes im Rahmen der 
Meßgenauigkeit der MALDI-TOF-MS. Zudem sind, wie beim N-terminalen 
Ansequenzieren festgestellt wurde, die N-Termini des 56 kDa- und des 24 kDa-
Proteins modifiziert. Da die Art der Modifizierung jedoch unbekannt ist, kann sie 
bei der Berechnung nicht mit einbezogen werden.  
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Im Rahmen des Peptide Mapping konnten die Termini des 24 kDa-Proteins 
nicht bestimmt werden, da mögliche N- und C-terminale Fragmente nicht 
detektiert wurden.  
Das Herausschneiden einer einzelnen Aminosäure oder eines kurzen Peptids 
an der Spaltstelle ist unwahrscheinlich, denn die Summe der Molekulargewichte 
der Subfragmente ergibt recht genau das Molekulargewicht des 56 kDa-
Proteins. 
Unter der Vorgabe, daß das N-terminale Ansequenzieren sehr genaue 
Informationen liefert, ist also von einer Spaltung des 56 kDa-Proteins N-terminal 
von dem Serin-Rest an Position 218 auszugehen. Dieses Ergebnis wird durch 
die MALDI-TOF-MS bestätigt.  
 
3.4.3 Protease-Inhibitions-Tests  
Proteolytische Enzyme unterteilt man generell in Serin-, Cystein-, Aspartat- und 
Metalloproteasen. Die Klassifizierung erfolgt anhand des katalytischen Mecha-
nismus bzw. – damit zusammenhängend – anhand bestimmter Aminosäuren 
oder Strukturen am aktiven Zentrum des Enzyms.  
Für S. pombe ist bisher keine Protease beschrieben, die die Spaltung der 
Glutathionsynthetase katalysiert oder die eine der Spaltstelle ähnliche 
Erkennungssequenz hat. Daher sollte die Protease durch Verwendung 
spezifischer Protease-Inhibitoren – Substanzen, die selektiv eine bestimmte 
Gruppe von Proteasen hemmen – einer der Kategorien zugeordnet werden.  
Verschiedene Inhibitoren wurden beim Zellaufschluß des Stammes 46a14h- 
pREP2-gsh2:hft zugesetzt. Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurde die 
Glutathionsynthetase im Zellextrakt durch Immunoassay nachgewiesen (Abb. 
13). Als Negativkontrolle diente der Stamm D18h-; hier trat kein Signal auf.   
Die Intensität der 56 kDa-Bande nahm bei allen anderen Proben mit 
zunehmender Inkubationszeit ab, die der 32 kDa-Bande zu, d.h. das 56 kDa-
Protein wurde zu den Subfragmenten gespalten. Die 24 kDa-Bande war nicht 
sichtbar, weil sich der Histidin-Tag am C-Terminus des 56 kDa-Proteins 
befindet.  
Inhibitoren von Serinproteasen (Aprotinin, Benzamidin, Leupeptin, PMSF), 
Cysteinproteasen (E-64, Leupeptin, PMSF) und Aspartatproteasen (Pepstatin) 
zeigten keine Auswirkungen auf die Spaltung des 56 kDa-Proteins zu den 32 
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kDa- und 24 kDa-Subfragmenten. In allen Ansätzen war das 56 kDa-Protein 
nach 21 h Lagerung bei 4 °C bzw. nach 6 h Lagerung bei Raumtemperatur 
vollständig gespalten (Abb. 13).  
 
 
Abb. 13: Nachweis der Glutathionsynthetase in Zellextrakten des Stammes 46a14h- 
pREP2-gsh2:hft durch Immunoassay nach 21 h Inkubation bei 4 °C in Gegenwart 
verschiedener Protease-Inhibitoren: Aprotinin (1), Benzamidin (2), ohne Inhibitor (3), E-64 
(5), Leupeptin (6), Pepstatin (7), PMSF (8), EDTA (9); Marker 7B (4). 
 
EDTA hingegen reduzierte die Geschwindigkeit der proteolytischen Spaltung 
deutlich: unmittelbar nach dem Zellaufschluß in Gegenwart von 10 mM EDTA 
war das 32 kDa-Protein als Spaltprodukt des 56 kDa-Proteins nicht im 
Zellextrakt nachweisbar (Abb. 14). Auch nach 21 h Inkubation bei 4 °C war die 
56 kDa-Bande neben der 32 kDa-Bande noch sichtbar (Abb. 13, Abb. 14), d.h. 
es lag noch ein Anteil an ungespaltenem 56 kDa-Protein vor.  
Die Protease, die die Spaltung der Glutathionsynthetase katalysiert, gehört also 
zur Klasse der Metalloproteasen. Die Art des essentiellen Metallkations konnte 
nicht bestimmt werden. Hierzu müßte die Protease durch Entzug der 
Metallionen zunächst inaktiviert werden. Anschließend müßte untersucht 
werden, durch welche Metallkationen – beispielsweise Zn2+-, Co2+- oder Ni2+-
Ionen – die proteolytische Aktivität wiederhergestellt wird. Da die Protease 
jedoch nicht vollständig inhibiert werden konnte, wurde die 
Glutathionsynthetase gespalten, bevor ein Austausch der Metallionen erfolgen 
konnte.  
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Abb. 14: Nachweis der Glutathionsynthetase in Zellextrakten des Stammes 46a14h- 
pREP2-gsh2:hft durch Immunoassay. Die Proben wurden unmittelbar nach Zellaufschluß 
(1), nach 1 h (2), 5 h (3) und 21 h (4) Lagerung bei 4 °C ohne Gegenwart von Protease-
Inhibitoren bzw. unter Zusatz von EDTA ( 6 – 9, Inkubationszeiten wie angegeben) 
genommen; Zellextrakt des Stammes D18h- (10); Marker 7B (5). 
 
Neben der 56 kDa- und der 32 kDa-Bande trat eine weitere Bande bei etwa 25 
kDa im Immunoassay auf (Abb. 13, Abb. 14). Es handelt sich um ein C-
terminales Fragment der Glutathionsynthetase, da sich der Histidin-Tag am C-
Terminus des Proteins befindet. Das 25 kDa-Fragment entsteht wahrscheinlich 
ebenfalls durch proteolytische Spaltung. Da ein solches Fragment bei der 
Isolation der Glutathionsynthetase aus dem Zellextrakt nicht beobachtet wurde, 
ist von einer effizienten Entfernung der beteiligten Protease bei der 
chromatographischen Aufreinigung der Glutathionsynthetase auszugehen. Die 
Protease wird durch Zusatz von Benzamidin und PMSF teilweise inhibiert, was 
auf eine Serinprotease schließen läßt (Abb. 13). Andere Inhibitoren von 
Serinproteasen wie Aprotinin und Leupeptin zeigten unter analogen 
Bedingungen keinen Effekt; die Hemmung durch diese Substanzen ist jedoch 
im Gegensatz zum PMSF kompetitiv und reversibel.  
 
3.4.4 Zymographie  
Durch die Zymographie sollten proteolytische Enzyme in Zellextrakten von S. 
pombe und in Fraktionen der Proteinaufreinigung nach elektrophoretischer 
Trennung im Gel detektiert werden.  
Bei Azocasein als Substrat verlief der Test negativ. Bei Gelatine hingegen war 
proteolytische Aktivität nachweisbar (Abb. 15).  
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Abb. 15: Zymogramm zum Nachweis proteolytischer Aktivität im Zellextrakt des S. 
pombe-Stammes 46a14h- pREP2-gsh2:hft sowie in Fraktionen der Proteinaufreinigung 
durch IMAC. Proteasen sind anhand heller Banden erkennbar. Zellextrakt (1), nicht 
bindende Fraktion (2), Marker VIIL (3), Waschschritt mit Bindungspuffer (10 mM Imidazol) 
(4), Waschschritt mit 50 mM Imidazol (5), Elution mit 100 mM Imidazol (6, 7, 8), Elution mit 
150 mM Imidazol (9, 10). 
 
In den Waschfraktionen sowie in den Elutionsfraktionen der 
Glutathionsynthetase war jeweils eine helle Bande bei etwa 70 kDa, in der 
Waschfraktion mit Bindungspuffer zusätzlich ein Bande bei etwa 45 kDa 
sichtbar. Dies zeigt die Gegenwart von SDS-resistenten, gelatinolytischen 
Proteasen oder deren Untereinheiten an. Während die 45 kDa große Protease 
bei den Waschschritten entfernt wurde, wurde die 70 kDa große Protease erst 
bei Erhöhung der Imidazol-Konzentration gemeinsam mit der Glutathionsynthe-
tase eluiert. Ob die Protease an die Matrix oder an ein Protein, etwa die 
Glutathionsynthetase gebunden war, und ob sie zufällig oder spezifisch mit der 
Glutathionsynthetase oder einem anderen Protein isoliert wurde, war nicht 
feststellbar.  
Bei einer parallel mit der Zymographie durchgeführten elektrophoretischen 
Trennung der Proteine in einem Gel ohne Gelatine war bei etwa 70 kDa eine 
schwache Proteinbande erkennbar. Diese Bande tauchte bei der 
Proteinaufreinigung häufiger in Fraktionen gemeinsam mit der 
Glutathionsynthetase auf (siehe auch Abb. 8, Slot 2). Es ist jedoch nicht 
bekannt, ob es sich hierbei tatsächlich um die betreffende Protease handelt. 
Auch über die Menge, die Aktivität und die genaue Spezifität der Protease 
können derzeit keine Aussagen gemacht werden.  
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3.5 Die Schizosaccharomyces pombe-Glutathionsynthetase 
kann als Enzym aus einzelnen Subfragmenten exprimiert 
werden  
 
Es wurde gezeigt, daß sowohl die homodimere als auch die heterotetramere 
Form der S. pombe-Glutathionsynthetase enzymatisch aktiv ist. Im folgenden 
sollte ein Protein aus unabhängig voneinander codierten Subfragmenten 
konstruiert werden, um festzustellen, ob eine getrennte Expression zu einem 
funktionalen Protein führt.  
 
3.5.1 Klonierung der 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmente der S. pombe-
Glutathionsynthetase  
Die Regionen der beiden Subfragmente wurden durch PCR amplifiziert und in 
in den Vektor pUC19 sowie in unterschiedliche Expressionsvektoren kloniert. 
Die Termini der Subfragmente wurden – abweichend von den tatsächlichen 
Termini – so gewählt, daß ein natürliches ATG-Codon der Sequenz als 
Startcodon genutzt werden konnte: das 32 kDa-Subfragment umfaßt die 
Aminosäuren 214 - 498, das 24 kDa-Subfragment die Aminosäuren 1 - 213. Da 
diese Region (AS 204 - 218) nicht essentiell ist, sollte die Funktion des Proteins 
hierdurch nicht beeinträchtigt sein.  
Um einen Nachweis beider Proteine über Immunoassay zu ermöglichen, wurde 
das 24 kDa-Subfragment mit einem N-terminalen, das 32 kDa-Subfragment mit 
einem C-terminalen Tag von 6 Histidinresten versehen. Die Konstrukte wurden 
durch Sequenzierung überprüft. Zur Expression wurde das 32 kDa-
Subfragment in den Vektor pREP2, das 24 kDa-Subfragment in den Vektor 
pREP1 kloniert, so daß auf beide Vektoren getrennt in S. pombe selektiert 
werden konnte. Die Expressionsvektoren mit den entsprechenden Inserts sind 
in Abb. 16 dargestellt.  
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Abb. 16: Vektoren zur Expression des 32 kDa-Subfragments (A) sowie des 24 kDa-
Subfragments (B) der S. pombe-Glutathionsynthetase. Gezeigt sind das Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) zur Selektion in E. coli, das URA4- bzw. LEU2-Gen als 
Selektionsmarker für Uracil- bzw. Leucin-Prototrophie in S. pombe, ars1 als  
Replikationsursprung, der nmt1-Promotor und -Terminator (Pnmt1, Tnmt1) sowie das 
exprimierte 32- bzw. 24 kDa-Subfragment der Glutathionsynthetase mit C- bzw. N-
terminalem Histidin-Tag.  
 
3.5.2 Homologe Expression der Subfragmente und Aufreinigung des 
Enzyms  
Zur Expression wurde der Stamm 46leu42 konstruiert, ein Kreuzungsprodukt 
aus den Stämmen 46a14h+ und leu1-32h-. Der Stamm ist Uracil- und Leucin-
auxotroph, Glutathion-auxotroph und Geneticin-resistent. Da das 
chromosomale GSH2-Gen des Stammes durch das KanMX4-Modul (Wach et 
al., 1994) disruptiert ist, kann die Funktionalität einer plasmidcodierten 
Glutathionsynthetase überprüft werden kann.  
Die beiden Vektoren pREP2-GUgsh2:hft und pREP1-hft:KUgsh2 (Abb. 16) 
wurden durch Transformation in den Stamm 46leu42 eingebracht und die 24 
kDa- und 32 kDa-Subfragmente der Glutathionsynthetase coexprimiert.  
 
Das Enzym wurde, wie für die anderen Varianten der Glutathionsynthetase 
beschrieben, isoliert und aufgereinigt. SDS-PAGE zeigte Banden bei 32 kDa 
und 24 kDa. Beide Banden gaben Signale im Immunoassay (Abb. 17).  
Bei nativer PAGE war eine Bande bei etwa 120 kDa, ähnlich wie bei der nativen 
Form der Glutathionsynthetase, sichtbar. Es lag also ein Heterotetramer aus 
zwei 32 kDa und zwei 24 kDa großen Subfragmenten vor.  
Anhand von Aktivitätstests wurde gezeigt, daß dieses Protein in vivo und in vitro 
funktional war14. Dies bedeutet, daß S. pombe ein korrekt gefaltetes Protein aus 
                                            
14 siehe Kapitel 3.7 und 3.8  
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den Subfragmenten bilden kann, die getrennt auf verschiedenen Plasmiden 
codiert sind.  
 
 
Abb. 17: SDS-PAGE der coexprimierten 32 kDa- und 24 kDa-Subfragmente der 
Glutathionsynthetase: Marker VIIL (1), aufgereinigtes Protein (2) und Immunoassay des 
Proteins (3). 
 
In einem weiteren Experiment wurde nur jeweils einer der Vektoren pREP2-
GUgsh2:hft und pREP1-hft:KUgsh2 in S. pombe transformiert, um die beiden 
Subfragmente einzeln zu exprimieren. Die Expression gelang nicht. Zwar wurde 
das jeweilige Plasmid mittels PCR in der Zelle nachgewiesen, doch konnte 
weder ein Protein über IMAC isoliert werden, noch über den Histidin-Tag im 
Zellextrakt nachgewiesen werden. Die Subfragmente wurden also entweder in 
der Zelle nicht gebildet, oder sie waren extrem instabil und wurden unmittelbar 
nach ihrer Synthese wieder abgebaut.  
 
 
3.6 Die Glutathionsynthetase toleriert eine Permutation  
 
Unter einer Permutation versteht man formal die Fusion von C- und N-Terminus 
eines Proteins und die Entstehung neuer Termini durch Spaltung an einer 
anderen Position. Die in den meisten Fällen notwendigen Voraussetzungen für 
eine Permutation (Jung & Lee, 2001; Ponting & Russell, 2002) erfüllt laut 
Strukturmodell (Abb. 6) auch die S. pombe-Glutathionsynthetase: N- und C-
Terminus liegen in räumlicher Nähe, und das Protein besitzt oberflächliche 
Loops, durch deren Spaltung neue Termini generiert werden können.  
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3.6.1 Klonierung einer permutierten Form der S. pombe-
Glutathionsynthetase  
Um das Strukturmodell experimentell zu überprüfen, wurde die 
Glutathionsynthetase einer Permutation unterzogen. Die Positionen des 24 
kDa- und des 32 kDa-Subfragments wurden vertauscht, indem die 
ursprünglichen Termini verknüpft und das Protein hinter dem 24 kDa-
Subfragment, d.h. vor dem Methioninrest an Position 214 gespalten wurde.  
Die Regionen der Subfragmente wurden durch PCR amplifiziert und 
nacheinander in pUC19 kloniert. Nach Bestätigung der Identität durch 
Sequenzierung wurde das gesamte Konstrukt in den Expressionsvektor pREP2 
inseriert. Zwischen den beiden Subfragmenten wurde über die verwendeten 
Oligonucleotide ein Linker von fünf Aminosäuren (GTPSG) eingefügt. Dabei 
sollte Prolin als Strukturbrecher die Ausbildung zusätzlicher 
Sekundärstrukturelemente verhindern, Glycin sollte Flexibilität schaffen, und 
Threonin und Serin sollten als hydrophile Aminosäuren die Löslichkeit 
gewährleisten. Am C-Terminus des Proteins, d.h. am C-Terminus des 24 kDa-
Subfragments wurde ein Tag von 6 Histidinresten angefügt. Abb. 18 zeigt ein 
Schema des permutierten GSH2-Gens.  
 
24 kDa
(„kleine Untereinheit“)
32 kDa
(„große Untereinheit“) GTPSG
ATG
M 214 M 1E 498
STOP
Linker aus 5
Aminosäuren
K 213
H
 
Abb. 18: Schematische Darstellung des permutierten S. pombe-GSH2-Gens. Das 32 kDa- 
und das 24 kDa-Subfragment (weiß bzw. grau dargestellt) mit C-terminalem His6-Tag (H, 
schwarz gekennzeichnet) sind durch einen Linker (schwarz unterlegt) der Aminosäuren 
GTPSG getrennt. Einige Aminosäuren (M 214, der N-Terminus des permutierten Proteins; 
E 498, der C-Terminus des 32 kDa-Subfragments; M 1, der N-Terminus des 24 kDa-
Subfragments; K 213, der C-Terminus des permutierten Proteins) sind durch Pfeile 
markiert. 
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3.6.2 Homologe Expression und Aufreinigung des permutierten Proteins  
Das permutierte Protein wurde in S. pombe exprimiert. Die GSH2-Disruptante 
46leu42 wurde mit dem konstruierten Vektor transformiert und das Protein, wie 
für die übrigen Varianten der Glutathionsynthetase beschrieben,  isoliert.  
SDS-PAGE unmittelbar nach Aufreinigung des Proteins zeigte eine Bande bei 
ungefähr 56 kDa, welche ebenfalls ein Signal im Immunoassay lieferte (Abb. 
19). Nach Lagerung der Probe bei 4 °C trat unmittelbar unterhalb dieser Bande 
eine weitere, schwächere Bande auf. Vermutlich wird die permutierte Form der 
Glutathionsynthetase analog der nativen Form proteolytisch gespalten. Da 
jedoch im permutierten Protein N- und C-terminale Regionen vertauscht sind, 
entfernt die Protease ein Peptid von 4 Aminosäuren am N-Terminus des 
Proteins, so daß sich das Molekulargewicht nur wenig ändert.  
 
 
Abb. 19: SDS-PAGE der permutierten Glutathionsynthetase: Marker VIIL (1), 
aufgereinigtes Protein (2) und Immunoassay des Proteins (3).  
 
Eine native PAGE des aufgereinigten Proteins zeigte, wie bei den weiteren 
Formen der Glutathionsynthetase, eine Bande bei etwa 120 kDa. Die 
permutierte Form der S. pombe-Glutathionsynthetase liegt demzufolge als 
homodimeres Enzym aus zwei 56 kDa großen Untereinheiten vor.  
Das permutierte Enzym war sowohl in vivo als auch in vitro enzymatisch aktiv15.  
 
 
 
                                            
15 siehe Kapitel 3.7 und 3.8  
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3.7 In vivo-Aktivität der Enzymvarianten  
 
Die verschiedenen Formen der Glutathionsynthetase konnten unmittelbar auf 
eine Aktivität in vivo untersucht werden, weil die einzelnen Konstrukte in S. 
pombe-Stämme mit disruptiertem GSH2-Gen eingebracht wurden. Bei 
Expression eines funktionalen Enzyms sollte die Glutathion-Prototrophie der 
GSH2-defekten Ausgangsstämme 46a14h- bzw. 46leu42 wiederhergestellt 
werden. Phänotypisch erkennbar war dies an einem Wachstum ohne Zusatz 
von Glutathion, an der Wiederherstellung der Cadmium-Toleranz und – bei 
Induktion durch Cadmium – an der Bildung von Phytochelatinen.  
 
3.7.1 Wachstum in Abwesenheit von Glutathion  
S. pombe-Stämme, die durch einen Defekt in der Glutathion-Biosynthese 
Glutathion-auxotroph sind, wachsen nicht ohne Glutathion (Lee et al., 1997) 
und sind somit auf eine Supplementation von Glutathion angewiesen.  
Zur Kontrolle auf Glutathion-Prototrophie wurden daher die zu testenden 
Stämme auf Minimalmedium16 mit und ohne Glutathion ausgestrichen (Abb. 
20).  
 
 
Abb. 20: Ausstriche verschiedener S. pombe-Stämme auf Minimalmedium ohne (links) 
und mit 10 mg/l Glutathion (rechts): D18h- pREP2 (1), 46a14h- pREP2 (2), 46leu42 pREP2 
+ pREP1 (3), 46a14h- pREP2-gsh2:hft (4), 46a14h- pREP2-gsh2-D15:hft (5), 46a14h- 
pREP2-GUgsh2:hft + pREP1-hft:KUgsh2 (6), 46leu42 pREP2-GSH2-perm (7), 46leu42 
pREP2-hft:gsh2 (8).  
 
                                            
16 Die Medien wurden mit Leucin supplementiert, da die Stämme 46leu42 pREP2-hft:gsh2 und 
46leu42 pREP2-GSH2-Perm Leucin-auxotroph sind. Bei den übrigen, Leucin-prototrophen 
Stämmen hatte der Zusatz von Leucin keinen Einfluß auf das Versuchsergebnis.  
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Im Gegensatz zu den Stämmen, die mit einem leeren Plasmid transformiert 
wurden, 46a14h- pREP2 und 46leu42 pREP2 + pREP1 wuchsen der Wildtyp 
D18h- pREP2 und alle Stämme, die ein Konstrukt der Glutathionsynthetase 
exprimierten, auf Medium ohne Glutathion. Sowohl die native Form der 
Glutathionsynthetase mit C- und N-terminalem His6-Tag (46a14h- pREP2-
gsh2:hft, 46a14h- pREP2-hft:gsh2) als auch alle anderen mutierten Varianten, 
d.h. das Protein nach Deletion der Aminosäuren 204 - 218, welche nur bei S. 
pombe vorkommen (46a14h- pREP2-gsh2-D15:hft), das aus getrennt codierten 
32 kDa- und 24 kDa-Subfragmenten zusammengesetzte Protein (46leu42 
pREP2-GUgsh2:hft + pREP1-hft:KUgsh2) und das permutierte Protein (46leu42 
pREP2-GSH2-perm) waren in S. pombe in vivo funktional.  
Die Stämme, die nur mit dem Plasmid pREP1-hft:KUgsh2 zur Expression des 
24 kDa- oder mit dem Plasmid pREP2-GUgsh2:hft zur Expression des 32 kDa-
Subfragments der Glutathionsynthetase transformiert worden waren, wuchsen 
nicht ohne Zusatz von Glutathion.  
 
3.7.2 Cadmium-Toleranz  
Als weiterer Test auf in vivo-Aktivität der einzelnen Enzymvarianten wurde die 
Toleranz der verschiedenen Stämme gegenüber Cadmium bestimmt, indem 
das Wachstum der Stämme auf Medien untersucht wurde, denen CdCl2 in 
unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt wurde (Abb. 21).  
 
 
Abb. 21: Bestimmung der Cadmium-Toleranz. Kulturen der Stämme D18h- pREP2, 
46a14h- pREP2-gsh2:hft, 46a14h- pREP2-gsh2-D15:hft, 46a14h- pREP2-GUgsh2:hft + 
pREP1-hft:KUgsh2, 46leu42 pREP2-hft:gsh2 und 46leu42 pREP2-GSH2-perm (von oben 
nach unten) wurden auf Minimalmedium-Nährböden bzw. Minimalmedium-Nährböden mit 
Leucin (bei letzteren beiden Stämmen) ausgetropft, welche mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an CdCl2 versetzt waren. Gezeigt ist das Wachstum der einzelnen 
Stämme auf Medium mit 750 µM CdCl2 nach 5 Tagen bei 28 °C.  
  
Ergebnisse 
66 
Alle Stämme, die eine der angegebenen Varianten der Glutathionsynthetase 
exprimierten, einschließlich des mit dem leeren Plasmid transformierten 
Wildtyps D18h- pREP2 hatten ähnliche Cadmium-Toleranzen. Wachstum wurde 
bis zu einer CdCl2-Konzentration von 750 µM beobachtet. Die mit den leeren 
Plasmiden transformierten, Glutathion-auxotrophen Stämme 46a14h- pREP2 
und 46leu42 pREP2 + pREP1 zeigten kein Wachstum auf Minimalmedium mit 
10 mg/l Glutathion mehr, wenn 10 µM CdCl2 zugesetzt wurde. Dies galt auch 
für die Stämme 46leu42 pREP1-hft:KUgsh2 und 46leu42 pREP2-GUgsh2:hft, 
die jeweils nur mit einem Plasmid zur Expression des 24 kDa- bzw. des 32 kDa-
Subfragments transformiert worden waren.  
Die Tests auf Cadmium-Toleranz bestätigten also das Ergebnis der 
Wachstumsversuche auf Medium ohne Glutathion: alle Konstrukte der 
Glutathionsynthetase, die ein Wachstum auf Medium ohne Glutathion 
ermöglichten, führten auch zu einer Cadmium-Toleranz im Bereich der des 
Wildtyps.  
 
3.7.3 Glutathiongehalte und Phytochelatin-Bildung  
In Gegenwart von Cadmium bildet S. pombe Phytochelatine (Murasugi et al., 
1981; Mutoh & Hayashi, 1988). Der Nachweis von Phytochelatinen in der Zelle 
wurde als weiterer Beweis für eine Aktivität der Glutathionsynthetase 
herangezogen, da bei S. pombe-Stämmen, die einen Defekt in der Glutathion-
Biosynthese aufweisen, keine Synthese von Phytochelatinen erfolgt (Mutoh & 
Hayashi, 1988). Außerdem stellte die Messung eine Kontrolle des vorigen 
Experiments dar, da eine Toleranz gegenüber Cadmium auf der Bildung von 
Phytochelatinen basiert.  
Die Glutathion- und Phytochelatingehalte der einzelnen Stämme wurden durch 
RP-HPLC der Zellextrakte ermittelt. Die Anzucht erfolgte in Medium ohne 
Glutathion. Bei der Bestimmung der Phytochelatingehalte wurde zur Induktion 
CdCl2 zugesetzt. Abb. 22 zeigt das HPLC-Diagramm eines Stammes.  
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Abb. 22: Bestimmung der Glutathion- und Phytochelatingehalte der Zellen durch RP-
HPLC. Dargestellt ist ein Diagramm des Stammes 46a14h- pREP2-gsh2:hft, der die 
Wildtyp-Form der Glutathionsynthetase exprimiert. Die Absorption bei 410 nm ist gegen 
die Elutionszeit aufgetragen. Die Peaks der Aminosäure Cystein, des Tripeptids 
Glutathion sowie der Phytochelatine PC2 und PC3 (aufgebaut aus zwei bzw. drei 
Glutathion-Einheiten) sind gekennzeichnet. 
 
Wie der Stamm 46a14h- pREP2-gsh2:hft, so bildeten auch die Stämme 46a14h- 
pREP2-hft:gsh2, 46a14h- pREP2-gsh2-D15:hft, 46leu42 pREP2-GUgsh2:hft + 
pREP1-hft:KUgsh2 und 46leu42 pREP2-GSH2-perm bei Induktion mit 
Cadmium Phytochelatine (Tab. 12). Die Glutathiongehalte ohne Zugabe von 
Cadmium lagen bei allen Stämmen im Bereich des Wildtyps D18h- pREP2 
(Tab. 12). Die Überexpression der Glutathionsynthetase hatte – wie schon für 
S. cerevisiae beschrieben – keinen Effekt auf den Glutathiongehalt, da die γ-
Glutamylcysteinsynthetase den geschwindigkeitslimitierenden Schritt der 
Glutathion-Biosynthese katalysiert.  
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Tab. 12: Glutathiongehalte verschiedener S. pombe-Stämme und Phytochelatingehalte 
nach Induktion durch Cadmium, angegeben in nmol/mg Protein. Die Stämme wurden 
jeweils in Medium ohne Glutathion herangezogen. Die Standardabweichung betrug 
jeweils weniger als 10 %.  
 
 Ohne Induktion         Induktion durch Cadmium 
Stamm  Cys GSH Thiole 
gesamt
Cys GSH PC2 PC3 Thiole 
gesamt
D18h- pREP2 6,8 41,3 48,1 5,8 3,1 10,3 7,4 51,7
46a14h- pREP2-gsh2:hft  3,8 42,0 45,8 6,4 15,5 12,9 10,7 81,1
46a14h- pREP2-hft:gsh2 2,4 19,4 21,8 3,9 25,6 20,4 17,6 122,8
46a14h- pREP2-gsh2-D15:hft  3,7 40,2 43,9 4,1 16,4 10,4 9,9 72,1
46leu/42 pREP2-GUgsh2:hft   
+ pREP1-hft:KUgsh2 
4,4 42,0 46,4 4,6 5,7 6,9 7,3 46,6
46leu/42 pREP2-GSH2-perm 1,7 48,2 49,9 6,2 58,3 37,4 26,3 218,3
 
Zur Anzucht der Glutathion-auxotrophen Stämme 46a14h- pREP2, 46leu42 
pREP2 + pREP1, 46leu42 pREP1-hft:KUgsh2 und 46leu42 pREP2-GUgsh2:hft 
wurde das Medium mit 10 mg/l Glutathion versetzt. Bei Zusatz von Cadmium 
wurde hier keine Phytochelatinbildung beobachtet. Diese Stämme konnten also 
das zum Wachstum erforderliche Glutathion aus dem Medium aufnehmen, 
dieses jedoch nicht zur Synthese von Phytochelatinen nutzen.  
 
Die HPLC-Messungen bestätigten die vorherigen Ergebnisse. Neben der 
Wildtyp-Form der Glutathionsynthetase mit C- bzw. N-terminalem His6-Tag 
waren auch das homodimere Protein nach Deletion der Aminosäuren 204 - 218, 
das aus getrennt codierten Subfragmenten zusammengesetzte heterotetramere 
Protein und das permutierte Protein in S. pombe in vivo aktiv.  
 
 
3.8 In vitro-Aktivität der Enzymvarianten  
 
Die Aktivität der einzelnen Varianten der Glutathionsynthetase wurde durch 
gekoppelten optischen Test bestimmt. Die Reaktion der Glutathionsynthetase 
wurde mit zwei weiteren enzymatischen Reaktionen gekoppelt, und die Menge 
des gebildeten Glutathion wurde schließlich über die Abnahme der Absorption 
bei 340 nm durch Oxidation von NADH ermittelt (Abb. 23).  
Die Reaktion der Glutathionsynthetase ist der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt, da alle weiteren Substrate und Enzyme im Überschuß vorliegen. Pro 
Mol gebildetem Glutathion wird ein Mol NADH oxidiert.  
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γGlu-Cys + Gly γGlu-Cys-Gly
ATP ADP + Pi
Glutathionsynthetase
Phosphoenolpyruvat Pyruvat
ATP
Pyruvat-Kinase
L-Lactat-
Dehydrogenase
L-Lactat
NADH
NAD
 
Abb. 23: Indirekter Nachweis der Glutathionsynthetase-Aktivität in vitro. Katalysiert 
durch die Glutathionsynthetase wird aus γ-Glutamylcystein und Glycin unter Hydrolyse 
von ATP Glutathion synthetisiert. Das gebildete ADP wird durch die Pyruvat-Kinase unter 
Bildung von Pyruvat aus Phosphoenolpyruvat umgesetzt. Pyruvat wird – katalysiert 
durch die L-Lactat-Dehydrogenase – zu L-Lactat reduziert. Als Reduktionsmittel fungiert 
NADH, wobei es zu NAD oxidiert wird. Die auf dieser Reaktion basierende 
Absorptionsabnahme bei 340 nm wird photometrisch gemessen. 
 
Bestimmt wurden die Aktivitäten des Wildtyp-Enzyms unmittelbar nach seiner 
Aufreinigung sowie nach vollständiger Spaltung zu den 24 kDa- und 32 kDa-
Untereinheiten, des Homodimers mit Deletion der Aminosäuren 204 - 218, des 
Heterotetramers aus je zwei 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmenten und des 
permutierten Proteins (Tab. 13).  
 
Tab. 13: Test auf Glutathionsynthetase-Aktivität in vitro. Die für die einzelnen Enzyme 
ermittelten Aktivitäten sind in U/mg Protein angegeben. 1 U entspricht dabei einem 
Substratumsatz von 1 µmol/min. Die Werte für die Aktivitäten aus zwei Messungen 
wurden gemittelt.  
 
Protein  Spezifische Aktivität
[U/mg] 
Wildtyp-Glutathionsynthetase   20.1 +/- 0.3 
Wildtyp-Glutathionsynthetase nach vollständiger Spaltung  17.2 +/- 0.6 
Glutathionsynthetase nach Deletion der Aminosäuren 204 - 218  
(Homodimer)  
19.3 +/- 0.3 
Glutathionsynthetase aus getrennt codierten Subfragmenten 
(Heterotetramer)   
17.3 +/- 0.4 
Glutathionsynthetase nach Permutation  21.9 +/- 0.1 
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Die Werte lagen für alle Proteine im Bereich von 17 - 22 U/mg Protein. Sowohl 
das Wildtyp-Enzym als auch alle veränderten Varianten sind also in ähnlichem 
Maße enzymatisch aktiv.  
Der Tag von 6 Histidinresten schien die katalytische Reaktion nicht zu 
beeinträchtigen, da die hier ermittelte Aktivität von 20,1 U/mg für das Wildtyp-
Enzym etwas über dem in der Literatur angegebenen Wert von 14,1 U/mg 
(Nakagawa et al., 1993) lag. Der etwas geringere Wert dort ist wahrscheinlich 
auf die deutlich längere Aufreinigungsprozedur, bestehend aus Ammonium-
sulfat-Fällung, Erhitzen auf 50 °C nach Glutathion-Behandlung, 
Ionenaustausch-Chromatographie, Hydroxylapatit-Chromatographie und 
Chromatofokussierung zurückzuführen. Diese könnte zu einer Schädigung der 
Enzymmoleküle geführt haben, wodurch die Reaktionsgeschwindigkeit abnahm.  
 
 
3.9 Überblick über die verschiedenen Varianten der 
Glutathionsynthetase  
 
Einen abschließenden Überblick über die einzelnen Formen der Glutathion-
synthetase, die homolog exprimiert und aufgereinigt wurden, gibt Abb. 24.  
 
 
Abb. 24: SDS-PAGE der einzelnen Varianten der Glutathionsynthetase nach Isolation 
durch Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography und Reactive Dye Affinity 
Chromatography: Marker M12 (1), Wildtyp-Enzym unmittelbar nach der Aufreinigung (2), 
Wildtyp-Enzym nach vollständiger Spaltung zu den 24 kDa- und 32 kDa-Untereinheiten 
(3), Enzym nach Deletion der Aminosäuren 204 - 218 (4), Enzym aus getrennt codierten 
24 kDa- und 32 kDa-Subfragmenten (5), Enzym nach Permutation (6). 
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Die Wildtyp-Glutathionsynthetase lag sowohl als Homodimer aus zwei 56 kDa-
Untereinheiten als auch als Heterotetramer aus zwei 24 kDa- und zwei 32 kDa-
Subfragmenten vor, wobei je ein 24 kDa- und 32 kDa-Subfragment durch 
proteolytische Spaltung aus einer 56 kDa-Vorstufe entstanden. Durch Deletion 
der Aminosäuren 204 - 218 wurde ein stabiles Homodimer aus zwei 56 kDa-
Untereinheiten erzeugt. Getrennte Expression der 24 kDa- und 32 kDa-
Subfragmente lieferte ein Heterotetramer aus je zwei der beiden Subfragmente. 
Wurden die Positionen des 24 kDa- und des 32 kDa-Subfragmentes im Wildtyp-
Protein im Rahmen einer Permutation vertauscht, resultierte ein Homodimer 
aus zwei 56 kDa-Untereinheiten.  
Durch Veränderung der Primärstruktur wurden Varianten der 
Glutathionsynthetase generiert, die sich hinsichtlich ihrer Quartärstruktur 
deutlich unterschieden. Alle diese Formen waren funktional: sie zeigten  
Glutathionsynthetase-Aktivität sowohl in vivo in S. pombe als auch in vitro.  
 
 
3.10  Weitere Versuche zur Mutagenese der 
Schizosaccharomyces pombe-Glutathionsynthetase  
 
3.10.1 In vitro-Mutagenese der S. pombe-Glutathionsynthetase: Deletion 
der Aminosäuren 108 - 113  
Eine weitere Region der S. pombe-Glutathionsynthetase, die Aminosäuren 108 
- 113 (Abb. 4), durch die sich dieses Enzym von den anderen eukaryotischen 
Proteinen unterscheidet17, wurde deletiert. Dazu wurden durch PCR die 
upstream und downstream gelegenen Bereiche des GSH2-Gens amplifiziert 
sowie C-terminal eine den His6-Tag codierende Sequenz angehangen. Die 
Fragmente wurden nacheinander in pUC19 kloniert und das gesamte Insert 
anschließend in pREP2 ligiert. Eine Sequenzierung ergab, daß die Deletion 
korrekt war, daß zusätzlich jedoch eine Transition der Base G zu A an Position 
918 vorlag. Aufgrund dieser Punktmutation wurde die Aminosäure 
Asparaginsäure an Position 205 durch die Aminosäure Asparagin ersetzt. Da 
                                            
17 Die Region dieser 6 Aminosäuren wurde anhand einer BLAST Search vom März 2001 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi, Version vom 14.03.2000) ausgewählt. Im Vergleich 
dazu lag die entsprechende Region bei später durchgeführten BLAST Searches (vgl. auch Abb. 
5) um 3 Aminosäuren zum C-Terminus hin verschoben, umfaßte also die Aminosäuren 111 – 
116 des Proteins.  
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die Mutation innerhalb einer Region mit geringer Konservierung lag, die, wie in 
dieser Arbeit gezeigt, nicht essentiell war, wurde das Protein in dieser Form im 
S. pombe-Stamm 46leu42 exprimiert.  
Das Protein konnte jedoch weder über Immobilized Metal Ion Affinity 
Chromatography isoliert werden, noch im Zellextrakt mittels Immunoassay unter 
Verwendung des Anti-His6-Peroxidase-Konjugats nachgewiesen werden. Nach 
Markierung des Proteins mit einem zusätzlichen N-terminalen His6-Tag wurden 
unter Einsatz des Super Signal® West HisProbeTM Kits Signale bei 56 kDa, 32 
kDa und 24 kDa erhalten; ein Nachweis dieses Proteins mit Hilfe des 
Antikörpers sowie eine Isolation des Proteins gelangen jedoch ebenfalls nicht.  
Der Expressionsvektor pREP2-hft:gsh2-D6:hft wurde durch PCR in dem 
Hefestamm nachgewiesen. Auch die phänotypischen Eigenschaften des 
Stammes ließen auf eine Bildung des Proteins in der Zelle schließen: die 
Glutathion-Prototrophie wurde in der Transformante wiederhergestellt, die 
Cadmium-Toleranz lag – wie beim Wildtyp – bei 750 µM, und der 
Glutathiongehalt des Stammes war mit 15,2 nmol/mg Protein etwas niedriger 
als der des Wildtyps. Nach Induktion durch Cadmium wurden Phytochelatine 
synthetisiert. Das Protein war also in vivo in S. pombe funktional, d.h. die 
deletierte Region (AS 108 - 113) war nicht essentiell, und die Mutation der 
Aminosäure 205 wirkte sich ebenfalls nicht auf die Funktion des Proteins aus.  
Eine Erklärung dafür, daß das Protein weder über IMAC isoliert, noch mittels 
Antikörper gegen den His6-Tag nachgewiesen werden konnte, könnte eine 
schlechte Zugänglichkeit des Tags sein. Diese könnte auf eine veränderte 
räumliche Lage des His6-Tags in der Proteinstruktur zurückzuführen sein, die 
sich möglicherweise aufgrund der Deletion oder der Punktmutation ergibt.  
 
3.10.2 Die Glutathionsynthetase aus der S. pombe-Mutante M379/8  
Die S. pombe-GSH2-Mutante M379/8 (Al-lahham et al., 1999) ist durch 
chemische Mutagenese aus dem Stamm D18h- hervorgegangen. Sie trägt eine 
Punktmutation im GSH2-Gen, wodurch die Aminosäure Glycin an Position 373 
durch Asparaginsäure ersetzt ist. Phänotypisch zeigt der Stamm eine erhöhte 
Sensitivität gegenüber Cadmium. Bei Wachstum in Minimal- oder Vollmedium 
ohne Cadmium ist der Glutathiongehalt im Vergleich zum Wildtyp um etwa 
50 % verringert. Nach Induktion mit Cadmium erreicht die Mutante M379/8 
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einen Glutathiongehalt, der dreimal höher liegt als der des Wildtyps; es werden 
jedoch nur in sehr geringem Maße Phytochelatine gebildet (Al-lahham et al., 
1999).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Glutathionsynthetase aus M379/8 in S. 
pombe überexprimiert.  
Das GSH2-Gen aus M379/8 wurde durch PCR amplifiziert und mit einem C-
terminalen His6-Tag markiert. Zur Kontrollsequenzierung wurde das Konstrukt 
in pUC19 und zur Expression in pREP2 kloniert. Zur Expression wurde der 
Vektor durch Kreuzung, wie beschrieben18, in die GSH2-Disruptante 46a14h- 
eingebracht.  
Das isolierte Protein war extrem instabil. SDS-PAGE unmittelbar nach dem 
ersten Aufreinigungsschritt über IMAC zeigte drei Banden von etwa gleicher 
Intensität bei 56 kDa, 32 kDa und 24 kDa (Abb. 25). Verglichen mit der Wildtyp-
Form der Glutathionsynthetase war hier bei analoger Vorgehensweise die 
Proteinkonzentration jedoch deutlich geringer. Ein Western Blot mit 
Immunoassay lieferte erwartungsgemäß Signale bei 56 kDa und 32 kDa (Abb. 
25). Die weitere Aufreinigung des Proteins über Reactive Dye Affinity 
Chromatography sowie die Untersuchung auf in vitro-Aktivität waren aufgrund 
der geringen Stabilität nicht möglich. Nach 16-stündiger Lagerung19 bei 4 °C 
waren die typischen Banden in der SDS-PAGE nicht mehr sichtbar (Abb. 25).   
 
 
Abb. 25: SDS-PAGE der Glutathionsynthetase des Stammes M379/8: Marker VIIL (1), 
Protein nach IMAC (2), Fraktion nach 16 h Lagerung bei 4 °C (3) und Immunoassay des 
Proteins nach IMAC (4). 
 
                                            
18 siehe Kapitel 3.2.1  
19 Einstellung der Startbedingungen für die Reactive Dye Affinity Chromatography durch Dialyse 
gegen 10 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,8, 20 mM NaCl  
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Die Mutation der Glutathionsynthetase wirkte sich nicht nur auf die Stabilität, 
sondern auch auf die Aktivität des Proteins in vivo aus. Der Stamm 46a14h- 
pREP2-gsh2:hft-M379/8 wuchs – wie auch der Stamm M379/8 selbst – auf 
Minimalmedium ohne Glutathion; das Wachstum war allerdings im Vergleich 
zum Wildtyp und zu den übrigen Stämmen, die eine funktionale Form der 
Glutathionsynthetase exprimierten, verlangsamt. Darüber hinaus war die 
Cadmium-Toleranz des Stammes herabgesetzt. Auf Minimalmedium ohne 
Glutathion lag die Toleranz bei 50 - 100 µM CdCl2 im Vergleich zu 750 µM beim 
Wildtyp und weniger als 10 µM bei der Mutante M379/8.  
In Minimalmedium lag der Glutathiongehalt nach Induktion durch Cadmium bei 
23,8 nmol/mg Protein, die Phytochelatingehalte bei 12,8 nmol/mg Protein für 
PC2 und 4,2 nmol/mg Protein für PC3. Ohne Zusatz von Cadmium wurde ein 
ähnlicher Wert für den Glutathiongehalt ermittelt.  
 
 
Abb. 26: RP-HPLC-Diagramm eines Zellextraktes des Stammes 46a14h- pREP2-gsh2:hft-
M379/8, der die Glutathionsynthetase aus der Mutante M379/8 exprimiert. Die Absorption 
bei 410 nm ist gegen die Elutionszeit aufgetragen. Die Peaks des Cystein, des Glutathion 
und der Phytochelatine PC2 und PC3 (aufgebaut aus zwei bzw. drei Glutathion-Einheiten) 
sind gekennzeichnet. 
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Auffällig war, daß im HPLC-Diagramm bei der Retentionszeit des Glutathion 
nicht ein einzelner Peak – wie bei den übrigen Stämmen – sondern ein 
doppelter Peak auftrat (Abb. 26; vgl. Abb. 22). Hier könnte es sich um γ-
Glutamylcystein handeln, welches nicht zu Glutathion umgesetzt und dadurch 
akkumuliert wurde, oder – eine veränderte Spezifität der Glutathionsynthetase 
vorausgesetzt – um ein dem Glutathion ähnliches Tripeptid aus γ-
Glutamylcystein und einer weiteren Aminosäure. Um dies zu klären, müßte der 
entsprechende Peak der HPLC durch Massenspektrometrie analysiert werden. 
Zudem müßte die Glutathionsynthetase aus M379/8 in größerer Menge isoliert 
und ihre Spezifität sowie weitere katalytische Eigenschaften durch in vitro-
Aktivitätstests untersucht werden.  
 
3.10.3 Konstruktion von Hybriden aus S. pombe- und A. thaliana-
Glutathionsynthetase  
Bei getrennter Expression der 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmente der 
Glutathionsynthetase in S. pombe wurde ein funktionales Enzym gebildet20. Um 
die Prozessierung und Faltung der Glutathionsynthetase weiter zu untersuchen, 
sollten Hybridproteine aus einem Fragment der S. pombe- und einem Fragment 
einer anderen eukaryotischen Glutathionsynthetase synthetisiert und in S. 
pombe exprimiert werden. Da ein Defekt der Glutathionsynthetase bei S. 
pombe durch das Protein aus A. thaliana komplementiert werden kann (Wang & 
Oliver, 1996), wurde dieses Protein gewählt.  
Die entsprechenden Regionen wurden durch PCR amplifiziert und in pUC19 zur 
Kontrollsequenzierung sowie in pREP1 bzw. pREP2 zur Expression kloniert. Als 
Template für die PCR diente der Vektor pFL61-ETR621. Dieser Vektor stammte 
aus einer A. thaliana cDNA-Bank (Minet et al., 1992) und enthielt das für die 
Glutathionsynthetase codierende DNA-Fragment. Laut Homologievergleich 
(Abb. 5) entsprachen dem 24 kDa-Subfragment (AS 1 - 213) der S. pombe-
Glutathionsynthetase die Aminosäuren 1 - 205 des A. thaliana-Proteins, dem 32 
kDa-Subfragment (AS 214 - 498) die Aminosäuren 206 - 478. Die N-terminalen 
Fragmente der einzelnen Proteine wurden jeweils mit einem N-terminalen His6-
Tag markiert und in pREP1 ligiert, die C-terminalen Fragmente wurden mit 
                                            
20 siehe Kapitel 3.5, 3.7 und 3.8  
21 P. Heim, Diplomarbeit, RWTH Aachen, Institut für Biologie IV, 1996 
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einem C-terminalen His6-Tag versehen und in pREP2 inseriert. Zur Kontrolle 
wurde einerseits die vollständige A. thaliana-Glutathionsynthetase, markiert mit 
N- und C-terminalem His6-Tag, in pREP2 kloniert, andererseits je ein einzelnes 
Subfragment des Enzyms in einen Vektor inseriert.  
Die Konstrukte (Tab. 14) wurden in der S. pombe-GSH2-Disruptante 46leu42 
exprimiert. Durch SDS-PAGE, Western Blot und Immunoassay sollten die 
verschiedenen Proteine in den Zellextrakten der Transformanten nachgewiesen 
werden. Außerdem wurden die Stämme auf in vivo-Aktivität der 
Glutathionsynthetase untersucht. Die Resultate sind in Tab. 14 
zusammengestellt.  
 
Tab. 14: Konstruktion von Hybridproteinen aus Fragmenten der Glutathionsynthetasen 
aus S. pombe und A. thaliana. Angegeben sind der Aufbau der Proteine, phänotypische 
Eigenschaften der einzelnen Stämme (Detektion der Proteine über Immunoassay und – 
als Merkmale für in vivo-Aktivität – Glutathion-Prototrophie, Cadmium-Toleranz und 
Phytochelatinbildung).  
 
N-Terminus des 
Proteins (pREP1) 
C-Terminus des 
Proteins (pREP2) 
Nachweis 
Immunoassay 
GSH-
Prototrophie
Cd-
Toleranz 
Bildung 
von PC 
S. pombe A. thaliana - - < 10 µM n.d. 
A. thaliana S. pombe N-Terminus - < 10 µM n.d. 
A. thaliana A. thaliana N-Terminus - < 10 µM - 
A. thaliana - N-Terminus - < 10 µM n.d. 
- A. thaliana - - < 10 µM n.d. 
A. thaliana-Glutathionsynthetase + + 750 µM + 
 
Die vollständige A. thaliana-Glutathionsynthetase wurde im Immunoassay 
nachgewiesen, und ihre Funktionalität in S. pombe wurde anhand der 
Glutathion-Prototrophie, der Cadmium-Toleranz und der Bildung von 
Phytochelatinen bestätigt.  
Keines der hergestellten Hybridproteine war in vivo in S. pombe aktiv. Die 
Expressionsstämme waren Glutathion-auxotroph und bildeten keine 
Phytochelatine. Sie zeigten selbst bei Supplementation des Mediums mit 10 
mg/l GSH eine Cadmium-Toleranz von weniger als 10 µM CdCl2. Ob die 
einzelnen Proteine in der Zelle synthetisiert wurden und ob sie stabil waren, 
konnte nicht festgestellt werden. Obwohl die codierenden Plasmide in den 
einzelnen S. pombe-Stämmen durch PCR nachgewiesen wurden, konnte durch 
Immunoassay ausschließlich das N-terminale Fragment der Glutathionsynthe-
tase aus A. thaliana detektiert werden. Sowohl das N-terminale Fragment der 
Glutathionsynthetase aus S. pombe als auch die C-terminalen Fragmente aus 
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beiden Organismen gaben bei Verwendung verschiedenener Antikörper kein 
Signal. Möglicherweise wurden die einzelnen Fragmente in der Zelle 
synthetisiert, doch konnte daraus kein funktionales Enzym gebildet werden.  
 
 
3.11  Versuche zur Kristallisation der Schizosaccharomyces 
pombe-Glutathionsynthetase  
 
Die Strategie zur Proteinkristallisation beruht darauf, ein gelöstes Protein sehr 
langsam in einen Zustand reduzierter Löslichkeit zu überführen. Meist wird dies 
entweder durch Erhöhung der Konzentration eines präzipitierenden Agens oder 
durch Änderung physikalischer Parameter erreicht. Dazu kennt man mehrere  
klassische Methoden. Beim „Aussalzen“ wird allmählich die Konzentration eines 
Salzes in der Proteinlösung erhöht. Die Salzionen und die Proteinmoleküle 
konkurrieren um Wassermoleküle, und ab einer gewissen Salzkonzentration 
assoziieren die Proteinmoleküle, um ihre Ladungen durch intermolekulare 
Wechselwirkungen auszugleichen. Eine Aggregation von Proteinmolekülen 
kann auch aufgrund des „Einsalz-Effektes“, beispielsweise bei der Dialyse 
gegen destilliertes Wasser, erreicht werden. Mit abnehmender Konzentration an 
Salzionen werden die Ladungen der Proteinmoleküle nicht mehr ausreichend 
abgeschirmt, und die Proteine lagern sich zusammen. Häufig verwendet man 
auch polymere präzipitierende Agenzien wie PEG, die Proteine dehydratisieren 
und die dielektrischen Eigenschaften der Lösung ändern. Zudem  stört PEG die 
natürliche Anordnung der Lösungsmittelmoleküle, verdrängt andere Makro-
moleküle aus der Lösung und zwingt sie zur Zusammenlagerung und zum 
Ausfallen aus der Lösung („Size-Exclusion-Effekt“). Organische Lösungsmittel 
wie Ethanol und Isopropanol sowie höhere Alkohole wie Hexandiol und 2-
Methyl-2,4-pentandiol konkurrieren mit dem Protein um Wassermoleküle und 
reduzieren die chemische Aktivität des Wassers, wodurch die dielektrischen 
Eigenschaften verändert werden. Der elektrostatische Charakter, die 
Oberflächeneigenschaften und die Konformation eines Proteins – und damit 
seine Löslichkeit – wird auch durch physikalische Parameter wie den pH-Wert 
und die Temperatur beeinflußt. In Abhängigkeit von diesen Variablen zeigen 
Proteine ebenfalls Löslichkeitsminima (McPherson, 1999).  
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In sehr hoch konzentrierten Lösungen kann es leicht zur Aggregation der 
Makromoleküle in Form eines amorphen Präzipitats kommen; daher muß zur 
Kristallisation eines Proteins der Zustand der Übersättigung sehr langsam 
eingestellt werden.  
Unter welchen Bedingungen ein Protein kristallisiert, ist nicht vorhersagbar. 
Deshalb untersucht man ein möglichst breites Spektrum von präzipitierenden 
Agenzien und pH-Werten, um Grenzen der Löslichkeit des Proteins zu 
bestimmen. Im Bereich dieser Grenzen werden dann die Bedingungen in einem 
feineren Raster variiert. Steht nur eine begrenzte Proteinmenge zur Verfügung, 
wählt man in der Regel zufällige Kombinationen von Faktoren aus, denen das 
Protein ausgesetzt wird (Sparse Matrix Approach).  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente zur Kristallisation von drei 
Formen der Glutathionsynthetase aus S. pombe, nämlich des Wildtyp-Proteins, 
des Proteins mit Deletion der Aminosäuren 204 - 218 und des Proteins aus 
getrennt codierten Subfragmenten, durchgeführt.  
Die einzelnen Proteine wurden aufgereinigt, durch Dialyse wurden ein 
definierter pH-Wert und definierte Ionenkonzentrationen eingestellt; dann wurde 
die Proteinlösung durch Ultrafiltration konzentriert und für das Screening 
eingesetzt.  
 
3.11.1 Löslichkeit der Glutathionsynthetase   
Übliche Proteinkonzentrationen für eine Kristallisation liegen bei 5 - 30 mg/l.  
Für die Glutathionsynthetase wurde mit Konzentrationen im Minimum des 
angegebenen Konzentrationsbereichs gearbeitet, da alle drei Varianten des 
Proteins – vor allem bei pH-Werten nahe ihrem berechneten isoelektrischen 
Punkt um pH 6,222 – bei höherer Konzentration zur Aggregation und 
Präzipitation neigten.  
Unterhalb dieses pH-Bereichs, d.h. bei pH 6,0 (25 mM MES-Puffer, 20 mM 
NaCl) pH 5,0 (25 mM Citronensäure/Natriumcitrat-Puffer, 20 mM NaCl) und pH 
4,0 (25 mM Essigsäure/NaOH-Puffer, 20 mM NaCl) wurde die Löslichkeit des 
Proteins nicht verbessert. Bei Erhöhung des pH-Wertes auf pH 8,5 (25 mM 
Tris/HCl-Puffer, 20 mM NaCl), pH 9,5 (25 mM Glycin/NaOH-Puffer, 20 mM 
                                            
22 http://www.up.univ-mrs.fr/cgi-wabim/a-compo-p.pI (2000) 
  
Ergebnisse
79
NaCl) und pH 10,5 (25 mM CAPS-Puffer, 20 mM NaCl) ging ein geringer, aber 
zunehmender Teil des Präzipitats in Lösung. Dieser Befund läßt sich anhand 
der Titrationskurve der Glutathionsynthetase mit einer deutlichen Erhöhung der 
Anzahl der Ladungen in diesem pH-Bereich erklären.  
Bei pH 10,5 kam es jedoch beim Zusatz von 10 mM ATP zu einer Lösung des 
Proteins mit Deletion der Aminosäuren 204 - 218 der Konzentration 7,6 mg/ml 
schlagartig zu einer irreversiblen Präzipitation des Proteins. Die Bindung des 
Cofaktors ATP hat wahrscheinlich eine Konformationsänderung ausgelöst, 
durch die Bereiche des Proteins, die vorher im Innern lagen, dem Lösungsmittel 
zugekehrt wurden. Dadurch änderten sich die Ladungsverteilung und, damit 
einhergehend, die hydrophilen Eigenschaften des Proteins. Diese Vermutung 
steht im Einklang mit Befunden von Gogos & Shapiro (2002), nach denen die  
Glutathionsynthetase aus S. cerevisiae bei der Bindung des Cofaktors ATP 
Konformationsänderungen erfährt, die zu einer Bewegung von Domänen 
innerhalb des Proteins führen.  
Um das Präzipitat der S. pombe-Glutathionsynthetase wieder in Lösung zu 
bringen, wurde 3-(1-Pyridinio)propansulfonat als Vertreter der „Non-detergent 
sulfobetaines“ zugesetzt. Dies sind zwitterionische Verbindungen, die häufig zur 
Extraktion von Proteinen, zum Lösen von Inclusion Bodies oder zur 
Kristallisation zugesetzt wurden. Sie sollen die Stabilität und Löslichkeit von 
Proteinen durch Unterbindung unspezifischer Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen erhöhen (Vuillard et al., 1996). Das Präzipitat ging jedoch in 
Gegenwart von 3-(1-Pyridinio)propansulfonat, auch bei Änderung des pH-
Werts, nicht wieder in Lösung.  
Für die weiteren Versuche zur Kristallisation wurde vor dem Konzentrieren ein 
pH-Wert von 8,2 eingestellt, da zum einen bei diesem pH-Wert die Löslichkeit 
der Glutathionsynthetase akzeptabel war, zum anderen das pH-Optimum des 
Enzyms in diesem Bereich lag. Es wurde 10 mM Tris/HCl-Puffer mit 20 mM 
NaCl verwendet. NaCl diente zur elektrostatischen Stabilisierung des Proteins.  
Cystein-Reste des Proteins müssen vor Oxidation geschützt werden, um seine 
Aktivität und strukturelle Integrität zu erhalten. Daher werden der Mutterlauge 
häufig Reduktionsmittel wie Cystein, β-Mercaptoethanol, Dithiothreitol oder 
Glutathion zugesetzt. Zur Stabilisierung der Struktur tragen auch Substrate, 
Cofaktoren und Inhibitoren bei, indem sie sich an das aktive Zentrum anlagern 
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und dabei Konformationsänderungen auslösen. Dadurch geht das Protein in 
einen kompakteren und stabileren Zustand über. Die Gegenwart von 
Substraten oder Liganden kann jedoch bei der Kristallisation auch störend 
wirken (McPherson, 1999).  
Durch Zusatz von 2 mM DTT, 0,1 mM ATP, 1 mM KCl und 10 mM MgSO4 
konnte eine Aggretation der Glutathionsynthetase während des Konzentrierens 
verhindert werden. DTT sollte der Ausbildung intermolekularer Disulfid-Brücken 
entgegenwirken, ATP wurde als Cofaktor der Glutathionsynthetase zugegeben, 
und Mg2+-Ionen waren für eine katalytische Aktivität des Enzyms essentiell. 
Kristalle der menschlichen Glutathionsynthetase waren zudem unter Zusatz von 
ATP und Mg2+ erhalten worden; die Kristallstruktur zeigte, daß diese 
Substanzen am Enzym gebunden waren und einen integralen Bestandteil der 
Struktur ausmachten.  
Die drei Formen der Glutathionsynthetase aus S. pombe wurden nach Zusatz 
der angegebenen Substanzen auf eine Konzentration von 3 bis 6 mg/ml 
gebracht. Mindestens 100 µl jeder Lösung wurden für ein erstes Screening von 
Bedingungen zur Kristallisation eingesetzt.  
 
3.11.2 Screening von Konditionen zur Kristallisation  
Zur Herstellung einer übersättigten Lösung des Proteins wurde nach der 
„Vapour-Diffusion-Technik“ gearbeitet. Dieses Verfahren beruht auf der 
Einstellung eines Gleichgewichts zwischen einem Tropfen der Lösung des 
Makromoleküls (Proteins) und einer Reservoirlösung von wesentlich größerem 
Volumen über die Gasphase (Abb. 27). Die Konzentration des präzipitierenden 
Agens in der Reservoirlösung ist zunächst höher als im Tropfen, da dieser ein 
Gemisch aus Reservoirlösung und Proteinlösung ist. Durch Verdunstung von 
Wasser aus dem Tropfen steigt die Osmolarität. Die Änderung der Osmolarität 
der Reservoirlösung ist aufgrund des deutlich größeren Volumens im Vergleich 
zum Tropfen zu vernachlässigen. Das Gleichgewicht ist erreicht, wenn die 
Osmolarität des Tropfens gleich der der Reservoirlösung ist. Das Volumen des 
Tropfens nimmt während der Gleichgewichtseinstellung kontinuierlich ab, so 
daß die Konzentrationen aller Komponenten, einschließlich der des 
Makromoleküls, deutlich steigen.  
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Abb. 27: Prozeß der Gleichgewichtseinstellung über die Gasphase am Beispiel der 
Hanging Drop Method. Das Volumen des Tropfens der Proteinlösung nimmt ab, wodurch 
die Konzentrationen des Proteins und des präzipitierenden Agens sowie der gelösten 
Salze zunehmen. 
 
 
Ein Aliquot der Proteinlösung wurde jeweils mit einem Aliquot einer Screening-
Lösung gemischt und in einem luftdicht verschlossenen Reservoir über einem 
deutlich größeren Volumen der Screening-Lösung inkubiert. Veränderungen der 
Lösung wie die Präzipitation des Proteins oder die Bildung von Kristallen 
wurden mikroskopisch kontrolliert.  
Für das erste Screening wurde ein „Sparse Matrix Approach“ von 48 
Konditionen gewählt, die sich hinsichtlich des pH-Werts, des präzipitierenden 
Agens bzw. Salzes und deren Konzentration unterschieden. Tab. 15 gibt eine 
Übersicht über die getesteten Konditionen und das Verhalten der einzelnen 
Proteine unter den jeweiligen Bedingungen nach 2 Monaten.  
 
Tab. 15: Sparse Matrix Approach zum Screening von Kristallisationsbedingungen für 
verschiedene Formen der S. pombe-Glutathionsynthetase. Angegeben sind die einzelnen 
Bedingungen und das Verhalten der Proteine. Eine klare Lösung ist mit „-“ 
gekennzeichnet, „P“ steht für Präzipitat, „gP“ für granuläres Präzipitat, „A“ für 
Aggregate, „mK“ für Mikrokristalle und „K“ für Kristalle. Die Wahrscheinlichkeit, daß es 
sich um günstige Bedingungen zur Kristallisation handelt, steigt in der angegebenen 
Reihenfolge der Zustände. Konditionen, unter denen Mikrokristalle oder Kristalle 
beobachtet wurden, sind grau unterlegt.  
 
Nr.  Kondition   Wildtyp-Protein 
(Homodimer / 
Heterotetramer)  
Homodimer 
(Deletion der 
AS 204 - 218)  
Heterotetramer 
(getrennt 
codierte 
Subfragmente) 
1.  30 % MPD, 0,1 M Natriumacetat pH 
4,6, 0,02 M Calciumchlorid 
 K, gP K, gP K, gP 
2.  0,4 M Kalium-Natriumtartrat  
 
 - - - 
3.  0,4 M Ammoniumphosphat  
 
 wenig gP wenig gP gP 
4.  2,0 M Ammoniumsulfat, 0,1 M 
Tris/HCl pH 8,5 
 gP, mK gP gP 
5.  30 % MPD, 0,1 M Na-HEPES pH 7,5, 
0,2 M Natriumcitrat 
 gP gP, A gP 
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Nr.  Kondition   Wildtyp-Protein 
(Homodimer / 
Heterotetramer)  
Homodimer 
(Deletion der 
AS 204 - 218) 
Heterotetramer 
(getrennt 
codierte 
Subfragmente) 
6.  30 % PEG 4000, 0,1 M Tris/HCl pH  
8,5, 0,2 M Magnesiumchlorid 
 gP, P gP, A gP 
7.  1,4 M Natriumacetat, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5 
 - - - 
8. 30% Isopropanol, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5, 0,2 M 
Natriumcitrat 
 P P P 
9.  30 % PEG 4000, 0,1 M Natriumcitrat 
pH 5,6, 0,2 M Ammoniumacetat 
 gP gP, K wenig A 
10.  30 % PEG 4000, 0,1 M Natriumacetat 
pH 4,6, 0,2 M Ammoniumacetat 
 gP P P 
11.  1,0 M Ammoniumphosphat, 0,1 M 
Natriumcitrat pH 5,6 
 - gP, mK - 
12.  30 % Isopropanol, 0,1 M Na-HEPES 
pH 7,5, 0,2 M Magnesiumchlorid 
 P P P 
13.  30 % PEG 400, 0,1 M Tris/HCl pH 
8,5, 0,2 M Natriumcitrat 
 mK, A - - 
14.  28 % PEG 400, 0,1 M Na-HEPES pH 
7,5, 0,2 M Calciumchlorid 
 K, gP K, wenig gP  K, wenig gP 
15.  30 % PEG 8000, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5, 0,2 M 
Ammoniumsulfat 
 - P, gP - 
16.  1,5 M Lithiumsulfat, 0,1 M Na-HEPES 
pH 7,5 
 gP, mK mK, A - 
17.  30 % PEG 4000, 0,1 M Tris/HCl pH 
8,5, 0,2 M Lithiumsulfat 
 gP, K gP - 
18.  20 % PEG 8000, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5, 0,2 M 
Magnesiumacetat 
 gP, mK gP gP 
19.  30 % Isopropanol, 0,1 M Tris/HCl pH 
8,5, 0,2 M Ammoniumacetat 
 P P P 
20.  25 % PEG 4000, 0,1 M Natriumacetat 
pH 4,6, 0,2 M Ammoniumsulfat 
 gP gP gP, A 
21.  30 % MPD, 0,1 M Natriumcacodylat 
pH 6,5, 0,2 M Magnesiumacetat 
 gP gP, A gP 
22.  30 % PEG 4000, 0,1 M Tris/HCl pH 
8,5, 0,2 M Natriumacetat 
 gP gP gP 
23.  30 % PEG 400, 0,1 M Na-HEPES pH 
7,5, 0,2 M Magnesiumchlorid 
 wenig gP wenig mK, gP - 
24.  20 % Isopropanol, 0,1 M 
Natriumacetat  pH 4,6, 0,2 M 
Calciumchlorid 
 K, gP P, K P, K 
25.  1,0 M Natriumacetat, 0,1 M Imidazol 
pH 6,5 
 - - - 
26.  30 % MPD, 0,1 M Natriumcitrat pH 
5,6, 0,2 M Ammoniumacetat 
 gP gP, mK gP 
27. 
  
20 % Isopropanol, 0,1 M Na-HEPES 
pH 7,5, 0,2 M Natriumcitrat 
 P P, A P 
28.  30 % PEG 8000, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5, 0,2 M 
Natriumacetat 
 P P P 
29.  0,8 M Kalium-Natriumtartrat, 0,1 M 
Na-HEPES pH 7,5 
 - - - 
30.  30 % PEG 8000, 0,2 M 
Ammoniumsulfat  
 P P P 
31.  30 % PEG 4000, 0,2 M 
Ammoniumsulfat  
 P P P 
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Nr.  Kondition   Wildtyp-Protein 
(Homodimer / 
Heterotetramer)  
Homodimer 
(Deletion der 
AS 204 - 218)  
Heterotetramer 
(getrennt 
codierte 
Subfragmente) 
32.  2,0 M Ammoniumsulfat 
 
 wenig gP wenig mK, K gP 
33.  4,0 M Natriumformiat  
 
 mK, gP wenig gP - 
34.  2,0 M Natriumformiat, 0,1 M 
Natriumacetat pH 4,6 
 - - - 
35.  1,6 M Natrium-Kaliumphosphat, 0,1 
M Na-HEPES pH 7,5 
 wenig gP wenig mK, gP - 
36.  8 % PEG 8000, 0,1 M Tris/HCl pH 
8,5  
 
 wenig gP, A wenig gP wenig gP, A 
37. 8 % PEG 4000, 0,1 M Natriumacetat 
pH 4,6  
 
 gP, mK / A mK, gP - 
38. 1,4 M Natriumcitrat, 0,1 M Na-
HEPES pH 7,5 
 P mK, A  P 
39. 2 % PEG 400, 0,1 M Na-HEPES pH 
7,5, 2,0 M Ammoniumsulfat 
 MK - P, gP 
40. 20 % Isopropanol, 0,1 M 
Natriumcitrat pH 5,6, 20% PEG 4000 
 P P P 
41. 10 % Isopropanol, 0,1 M Na-HEPES 
pH 7,5, 20% PEG 4000 
 gP, K gP  gP, K / A 
42. 20 % PEG 8000, 0,05 M 
Kaliumphosphat 
 
 gP gP  gP 
43. 30 % PEG 1500  
 
 gP gP P, gP 
44. 0,2 M Magnesiumformiat  
 
 A wenig gP, mK wenig gP 
45. 18 % PEG 8000, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5, 0,2 M 
Zinkacetat 
 A wenig P wenig P 
46. 18 % PEG 8000, 0,1 M 
Natriumcacodylat pH 6,5, 0,2 M 
Calciumacetat 
 K, gP gP gP, A 
47. 2,0 M Ammoniumsulfat, 0,1 M 
Natriumacetat pH 4,6 
 wenig P, A wenig gP P, gP 
48. 2,0 M Ammoniumphosphat, 0,1 M 
Tris/HCl pH 8,5 
 A, mK mK, gP wenig P, A 
 
Unter mehreren Konditionen wurde die Bildung von Mikrokristallen oder 
Kristallen beobachtet.  
Optisch fehlerfreie Monokristalle wurden bei Kondition 24 (20% (v/v) 
Isopropanol, 0,1 M Natriumacetat  pH 4,6, 0,2 M Calciumchlorid) erhalten. Eine 
röntgenspektroskopische Untersuchung zeigte jedoch, daß es sich nicht um 
Protein-, sondern um Salzkristalle handelte. Erkennbar war dies an dem 
geringen Abstand der Signale im Beugungsmuster von weniger als 10 
Angström. Bei einem Protein mit einem Molekulargewicht  von mehr als 100 
kDa hätten die Abstände aufgrund der größeren Dimension der Elementarzelle 
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im Kristall bei Werten über 100 Angström liegen müssen. Die Art des 
auskristallisierten Salzes wurde nicht bestimmt. Es handelte sich wahrscheinlich 
um Ionen aus der Mutterlauge, die mit Gegenionen aus der Screening-Lösung 
interagierten und Salzkristalle bildeten.  
Große, aber unregelmäßige Kristalle bildeten sich unter den Konditionen 1 
(30% (v/v) MPD, 0,1 M Natriumacetat pH 4,6, 0,02 M Calciumchlorid) und 14 
(28% (v/v) PEG 400, 0,1 M Na-HEPES pH 7,5, 0,2 M Calciumchlorid). Da diese 
Kristalle sich aufgrund ihrer Beschaffenheit jedoch nicht für eine 
Röntgenstrukturanalyse eigneten, wurde für die Wildtyp-Form der 
Glutathionsynthetase ein Feinscreen durchgeführt, bei dem einzelne Parameter 
der jeweiligen Kondition leicht verändert wurden (Tab. 16). Zusätzlich wurden 
Polyethylenglykole verschiedener Molekulargewichte verwendet, da bei PEG 
als präzipitierendem Agens häufiger Aggregate oder Mikrokristalle beobachtet 
wurden (Tab. 15).  
 
Tab. 16: Feinscreen zur Kristallisation der Wildtyp-Form der S. pombe-
Glutathionsynthetase für Kondition 1 (A), Kondition 14 (B) und für Polyethylenglykole 
höherer Molekulargewichte (C). Außerdem wurden für einige Konditionen 
Kontrollansätze ohne Protein gemacht (D). Angegeben sind jeweils die unterschiedlichen 
Bedingungen und das Verhalten der einzelnen Proteine. Es wurden die gleichen 
Abkürzungen wie in Tab. 15 verwendet.  
 
A)  
Kondition 1  
(0,1 M Na-acetat, 0,02 
M CaCl2)  
pH 4,2 
 
pH 4,6 
 
pH 5,0 
 
20 % (v/v) MPD  K K, gP K, mK, gP 
25 % (v/v) MPD K, mK kleine K, mK, gP K, mK, gP 
30 % (v/v) MPD K, wenig P kleine K, mK, gP kleine K, wenig P 
 
B)  
Kondition 14  
(0,1 M Na-HEPES,  
0,2 M CaCl2) 
pH 6,5 
 
pH 7,0 
 
pH 7,5  
 
pH 7,75  
 
pH 8,0  
 
pH 8,5  
 
20 % (w/v) PEG 400 mK mK, K mK n.d. mK gP, mK 
25 % (w/v) PEG 400 mK, K mK K, mK mK K, wenige 
mK 
mK 
30 % (w/v) PEG 400 K, wenige 
mK 
K, mK, gP K, mK K, mK K, mK K, mK, gP 
35 % (w/v) PEG 400 K, mK K, mK K, mK K, mK K, viele 
mK 
K, mK, gP 
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C)  
PEG   
(0,2 M CaCl2)  
 
pH 6,5 
(0,1 M Natrium-
MES) 
pH 7,5 
(0,1 M Natrium-
HEPES) 
pH 8,5 
(0,1 M Tris/HCl) 
10 % (w/v) PEG 1500 mK mK gP, mK 
20 % (w/v) PEG 1500 mK mK mK 
30 % (w/v) PEG 1500 K, gP kleine K, gP kleine K, mK 
10 % (w/v) PEG 3000 mK, gP mK, gP mK, gP 
20 % (w/v) PEG 3000 gP gP gP 
30 % (w/v) PEG 3000 K, gP P K, gP 
10 % (w/v) PEG 8000  - mK mK 
20 % (w/v) PEG 8000 gP gP mK, gP 
30 % (w/v) PEG 8000 K, wenig P K, mK, gP kleine K, wenig P 
 
D)  
Präzipitierendes Agens  pH-Wert  Sonstige Additive  Beobachtung  
30 % (v/v) MPD  0,1 M Natriumacetat,  
pH 4,6  
0,02 M CaCl2 Kristall in klarer 
Lösung  
25 % (w/v) PEG 400 0,1 M Natrium-HEPES,  
pH 7,5  
0,2 M CaCl2 Kristall in klarer 
Lösung   
30 % (w/v) PEG 400 0,1 M Natrium-HEPES,  
pH 7,5  
0,2 M CaCl2 Kristall in klarer 
Lösung  
2,0 M Ammoniumsulfat  0,1 M Natriumacetat,  
pH 4,6  
 klare Lösung  
 
Bei der Verfeinerung des Screens der Konditionen 1 und 14 sowie bei 
Verwendung von Polyethylenglykolen höherer Molekulargewichte wurden in 
den meisten Fällen Kristalle oder Mikrokristalle erhalten (Tab. 16 A, B, C), die 
allgemein recht unregelmäßig waren.  
Eine Kontrolle, bei der in einigen Ansätzen kein Protein zugegeben wurde, 
zeigte jedoch auch hier Kristalle (Tab. 16 D). Dies ließ vermuten, daß es sich 
sowohl hier als auch in den Ansätzen mit Protein und Salzkristalle handelte.  
Salzkristalle unterscheiden sich von Proteinkristallen durch ihre größere Härte. 
Daher wurde auf die Kristalle einiger Ansätze (30 % (v/v) MPD, 0,1 M 
Natriumacetat, pH 4,2, 0,02 M CaCl2; 30 % (w/v) PEG 400, 0,1 M Natrium-
MES, pH 6,5, 0,2 M CaCl2; 30 % (w/v) PEG 3000, 0,1 M Natrium-MES, pH 6,5, 
0,2 M CaCl2) mit einer feinen Nadel Druck ausgeübt. Alle Kristalle waren sehr 
hart. Von einem Kristall konnte ein Teil abgebrochen werden. Dies sprach 
dafür, daß Salzkristalle vorlagen. Diese Konditionen eigneten sich also nicht zur 
Kristallisation der Glutathionsynthetase.  
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4 Diskussion  
 
4.1 Struktur der Glutathionsynthetase bei 
Schizosaccharomyces pombe  
 
Die Glutathionsynthetase der Spalthefe S. pombe ist, wie das Protein anderer 
eukaryotischer Organismen, ein Homodimer, das aus zwei identischen 
Untereinheiten aufgebaut ist und durch das GSH2-Gen codiert wird.  
Alignments der Aminosäuresequenzen verschiedener eukaryotischer 
Glutathionsynthetasen ergaben Homologien über den gesamten Bereich der 
Proteine. Ein auf der Basis dieser Alignments und der Kristallstruktur des 
menschlichen Enzyms erstelltes räumliches Modell der Glutathionsynthetase 
zeigt hohe strukturelle Ähnlichkeit zwischen dem menschlichen und dem S. 
pombe-Protein.  
 
In der Literatur war die Glutathionsynthetase aus S. pombe als Heterotetramer 
aus zwei „großen“ 33 kDa- und zwei „kleinen“ 26 kDa-Untereinheiten 
beschrieben worden (Nakagawa et al., 1993). Die „große“ Untereinheit wurde 
dem 3’-Bereich des GSH2-Gens zugeordnet (Mutoh et al., 1991).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Glutathionsynthetase in zwei Formen aus 
S. pombe isoliert, nämlich als Homodimer aus zwei 56 kDa- und als 
Heterotetramer aus je zwei 32 kDa- und 24 kDa-Untereinheiten. Durch MALDI-
TOF-MS-Analytik wurde gezeigt, daß auch die kleine Untereinheit durch das 
GSH2-Gen codiert wird, und zwar durch den 5’-Bereich des Leserahmens.  
 
 
4.2 Die heterotetramere Form der Glutathionsynthetase 
entsteht aus der homodimeren Form durch Proteolyse  
 
Die heterotetramere Struktur entsteht aus der homodimeren Form durch 
proteolytische Spaltung. In der Zelle wird zunächst ein durch den vollständigen 
GSH2-Leserahmen codiertes 56 kDa-Protein synthetisiert. Nach dem 
Zellaufschluß wird dieses Protein gespalten, wobei der N-terminale Bereich das 
24 kDa- und der C-terminale Bereich das 32 kDa-Subfragment bildet. Es ist 
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sehr unwahrscheinlich, daß es sich um einen autokatalytischen Prozeß handelt, 
denn je höher die Reinheit des Proteins ist, um so langsamer erfolgt die 
Spaltung. Zudem wurde bei heterologer Expression in E. coli keine 
proteolytische Spaltung des Proteins innerhalb von 12 Stunden beobachtet23.  
Der Zusatz von EDTA während des Zellaufschlusses hemmte – im Gegensatz 
zu einer Reihe von Inhibitoren anderer Klassen von Proteasen – die Spaltung 
des 56 kDa-Proteins deutlich, d.h. die Anwesenheit von Metallionen war 
essentiell für die Aktivität der Protease. Demnach handelt es sich um eine 
Metalloprotease. Metalloproteasen werden durch Chelatbildner wie EDTA 
inhibiert. Häufig wurden jedoch proteolytische Restaktivitäten nach der EDTA-
Behandlung gefunden. Einige Beispiele hierfür sind die fibrinolytische 
Proteinase B-20 aus dem Gift der Afrikanischen Puffotter (Bitis arietans) (Nok, 
2001), die Proteasen S, N und B, drei thermostabile Zink-Metalloproteasen aus 
Bacillus stearothermophilus (Sookheo et al., 2000), und ACE (Angiotensin-
converting Enzyme) aus dem Hoden von Hunden, eine Zink-Metallopeptidase 
(Sabeur et al., 2001). Da die aktiven Zentren von Metalloenzymen Metallionen 
oft mit sehr hoher Affinität binden, können diese nicht in jedem Fall effizient 
entfernt werden. Hierin liegt wahrscheinlich der Grund, daß die 
Glutathionsynthetase selbst nach der Aufreinigung mit geringer 
Geschwindigkeit gespalten wird, obwohl die Proteinpräparation laut 
Gelelektrophorese frei von verunreinigenden Proteinen zu sein scheint. Durch 
Zymographie wurden in einigen Fraktionen der Glutathionsynthetase nach Ni2+-
Affinitätschromatographie Proteasen nachgewiesen. So könnte auch eine sehr 
geringe Menge der Metalloprotease aufgrund ihrer Affinität zu Metallionen mit 
der Glutathionsynthetase gemeinsam aufgereinigt worden sein, zumal diese Art 
der Chromatographie auch als Methode zur Isolation von Metalloenzymen 
beschrieben wurde (Figueiredo & Duque-Magalhaes, 1994).  
In Zellextrakten von S. pombe, die einige Zeit ohne Aufreinigung der 
Glutathionsynthetase inkubiert wurden, wurde ein weiteres C-terminales  
proteolytisches Spaltprodukt der Glutathionsynthetase von etwa 25 kDa 
beobachtet. Die  Sequenz der Glutathionsynthetase enthält wahrscheinlich eine  
Erkennungsstelle für eine weitere Protease. Diese Protease gehört 
offensichtlich zur Klasse der Serinproteasen, da sie durch Benzamidin und 
                                            
23 V. Schlösser, mündliche Mitteilung (05.03.2003)  
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PMSF teilweise inhibiert wurde. Das 25 kDa-Abbauprodukt wurde nicht 
gebildet, wenn die Glutathionsynthetase sofort nach dem Zellaufschluß über 
IMAC aus dem Zellextrakt isoliert wurde, d.h. die Serinprotease wurde bei der 
Aufreinigung effizient abgetrennt.  
 
Die Schnittstelle der Metalloprotease, die das 56 kDa-Protein in die 24 kDa- und 
32 kDa-Untereinheiten spaltet, wurde lokalisiert. N-terminales Ansequenzieren 
und MALDI-TOF-MS zeigten, daß die Spaltung zwischen den Aminosäuren 
Alanin und Serin an den Positionen 217 und 218 erfolgt.  
Durch in vitro-Mutagenese wurde eine stabile homodimere Form konstruiert. 
Deletion einer Region von 15 Aminosäuren (AS 204 - 218), die die Schnittstelle 
umgibt, brachte ein stabiles Homodimer hervor, das aus zwei identischen 56 
kDa-Untereinheiten aufgebaut war. Diese Region ist nicht essentiell, da ein 
sowohl in vivo als auch in vitro funktionales Enzym gebildet wurde. Die 
spezifische Aktivität dieses Enzyms war vergleichbar mit der des Wildtyp-
Enzyms.  
 
 
4.3 Aus getrennt codierten Subfragmenten der 
Glutathionsynthetase wird ein funktionales Heterotetramer 
gebildet  
 
Die Glutathionsynthetase ist sowohl als Homodimer aus zwei 56 kDa-
Untereinheiten als auch als Heterotetramer nach vollständiger Spaltung zu den 
24 kDa- und 32 kDa-Subfragmenten in vitro enzymatisch aktiv. Daher wurde ein 
Enzym, welches aus den auf zwei verschiedenen Plasmiden codierten 
Subfragmenten aufgebaut ist, in S. pombe exprimiert. Dieses Protein wurde als 
Heterotetramer aus der Zelle isoliert. Es war in vivo und in vitro funktional; seine 
spezifische Aktivität war ähnlich der des Wildtyp-Proteins.  
Die Funktionalität des Enzyms ist überraschend, denn das Modell der S. 
pombe-Glutathionsynthetase zeigt, daß die Bereiche der beiden Subfragmente 
eine komplexe Tertiärstruktur bilden. Das Protein weist keine einfache „Zwei-
Domänen-Architektur“ auf, sondern die Subfragmente sind stark miteinander 
verdrillt. Dies bedeutet, daß in der Zelle aus den beiden unabhängig 
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voneinander codierten und an unterschiedlichen Ribosomen translatierten 
Subfragmenten ein enzymatisch aktives Protein gebildet wird.  
 
4.3.1 Die Glutathionsynthetase als Modell für Proteinfaltung  
Die Bildung eines funktionalen Enzyms aus getrennt codierten Subfragmenten 
ist ein interessanter Aspekt im Hinblick auf die Prozessierung und Faltung von 
Proteinen in der Zelle. Generell unterscheidet man zwei Konzepte der 
Proteinfaltung (Basharov, 2001). Nach dem cotranslationalen Ansatz setzt die 
Faltung ein, sobald der N-Terminus der Polypeptidkette aus dem Ribosom 
herausragt. Der posttranslationale Ansatz besagt, daß sich das Protein erst zu 
falten beginnt, nachdem die Polypeptidkette vom Ribosom freigesetzt wurde, 
und impliziert die Beteiligung von Chaperonen an der Faltung.  
Die enzymatische Aktivität des Heterotetramers setzt voraus, daß die 
Subfragmente nach ihrer Translation interagieren und eine korrekte Faltung 
einnehmen. Dies läßt sich nicht durch eine Faltung jeder einzelnen 
Polypeptidkette am Ribosom und eine anschließende Zusammenlagerung 
erklären. Vielmehr müssen die Subfragmente – auch anhand der Daten des 
Strukturmodells – in Kontakt treten, wenn sie in einem zumindest partiell 
ungefalteten Zustand in der Zelle vorliegen.  
Die naszierenden Polypeptidketten der einzelnen Subfragmente könnten durch 
molekulare Chaperone stabilisiert werden, bevor sich die endgültige Faltung 
des gesamten Proteins vollzieht. Die Beteiligung molekularer Chaperone bei 
der Proteinfaltung sowohl bei Prokaryoten als auch bei Eukaryoten ist ein 
allgemein anerkanntes Prinzip, wie in Reviews von Frydman (2001), Hartl & 
Hayer-Hartl (2002) und Lund (2001) zusammenfassend dargestellt wurde. Zwei 
Arten von Chaperonen können an der Faltung von Proteinen mitwirken, und sie 
interagieren in einer räumlich und zeitlich geordneten Weise (Langer et al., 
1992; Frydman et al., 1994; Siegers et al., 1999). Chaperone wie das NAC 
(Nascent Chain-associated Complex) (Wiedmann et al., 1994) und sein 
Homolog Hsp 70  bei Hefen und anderen Pilzen (Hundley et al., 2002; Pfund et 
al., 1998) können die gerade synthetisierten und vom Ribosom freigesetzten 
Polypeptidketten in einem Zustand halten, aus dem heraus ihre Faltung 
erfolgen kann. Chaperonin-Komplexe wie beispielsweise das TriC (TCP-1 Ring 
Complex) des eukaryotischen Cytosols bilden definierte räumliche 
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Kompartimente, in denen sich Proteindomänen oder kleine Proteine falten 
können. Die Chaperonin-Komplexe interagieren vorübergehend mit vielen neu 
synthetisierten Proteinen mit Größen zwischen 30 kDa und 120 kDa 
(Thulasiraman et al., 1999). Darüber hinaus wurde ein durch Chaperone wie 
das PFD (Prefoldin) (Vainberg et al., 1998) vermittelter Transport von 
Polypeptidketten zwischen verschiedenen Chaperonen beschrieben, und es 
scheint eine Prozessivität in der Aktivität verschiedener Chaperone zu geben.  
Anhand dieser Befunde kann die Bildung eines enzymatisch aktiven Proteins 
aus den getrennt codierten 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmenten der S. pombe-
Glutathionsynthetase erklärt werden. Nach räumlich getrennter Translation der 
Subfragmente an unterschiedlichen Ribosomen werden die Proteine, 
möglicherweise stabilisiert durch Ribosom-assoziierte Chaperone, zu weiteren 
Downstream-Chaperonen transferiert, wo sie miteinander interagieren und eine 
korrekte Faltung einnehmen.  
Ein weiterer interessanter Aspekt ist, daß die Expression nur eines der beiden 
Subfragmente in der Spalthefe nicht gelang. Sowohl das 24 kDa- als auch das 
32 kDa-Subfragment konnten weder isoliert, noch im Zellextrakt detektiert  
werden, obwohl der Expressionsvektor in der Zelle nachgewiesen wurde. Auch 
die Expression in verschiedenen Hefestämmen und die Variation der  
Expressionsbedingungen führten zu keinem Erfolg. Wang und Oliver (1997) 
beobachteten, daß verschiedene mutierte Formen der A. thaliana-
Glutathionsynthetase bei einer Expression in S. pombe extrem instabil waren.  
Mögliche Erklärungen könnten sein, daß die Zelle entweder die beiden 
Subfragmente nicht synthetisiert oder diese unmittelbar nach ihrer Synthese 
wieder abbaut. Letzteres scheint wahrscheinlicher, zumal ein Transfer von 
nicht-nativen oder fehlgefalteten Proteinen von Chaperonen zur Ubiquitin-
Proteasom-Maschinerie beschrieben wurde (Demand et al., 2001; Connell et 
al., 2001). Die Zelle kann folglich funktionale von nicht-funktionalen Proteinen 
unterscheiden. Möglicherweise erfolgt in S. pombe tatsächlich eine Synthese 
des 24 kDa- bzw. des 32 kDa-Subfragmentes, doch, da jeweils das andere 
Subfragment als Interaktionspartner zur Bildung des vollständigen Enzyms 
fehlt, wird das einzelne Subfragment zum Proteasom transferiert und abgebaut.  
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4.3.2 Zur Funktion der proteolytischen Spaltung der S. pombe-
Glutathionsynthetase  
Auffällig ist, daß ein funktionales Enzym aus Subfragmenten der A. thaliana-
Glutathionsynthetase in S. pombe nicht exprimiert werden konnte, während 
sowohl die vollständige A. thaliana-Glutathionsynthetase als auch ein 
Heterotetramer aus Subfragmenten der S. pombe-Glutathionsynthetase 
gebildet wurden. Diese Tatsache zum einen und die sehr spezifische Spaltung 
der S. pombe-Glutathionsynthetase zum anderen lassen auf einen 
physiologischen Sinn der proteolytischen Spaltung schließen.  
Die Resultate dieser Arbeit zeigen, daß die proteolytische Spaltung erst nach 
dem Zellaufschluß stattfindet. Vermutlich wird beim Zellaufschluß eine Protease 
freigesetzt, die aufgrund der Kompartimentierung der Zelle in vivo nicht mit der 
Glutathionsynthetase in Kontakt kommt. Möglich wäre jedoch auch, daß die 
Protease in der intakten Zelle reguliert ist und nur unter bestimmten 
Bedingungen aktiviert wird.  
Für eine physiologische Bedeutung der Spaltung spricht auch, daß zum einen 
das heterotetramere Enzym nach der Spaltung zu den Subfragmenten noch 
funktional war und daß zum anderen die Subfragmente der Glutathionsynthe-
tase nach der Spaltung stabil waren und nicht weiter durch Exopeptidasen 
abgebaut wurden. Zur endgültigen Klärung bedarf es weiterer Experimente, vor 
allem bezüglich der beteiligten Protease.  
In der Literatur (Ladds & Davey, 2000; Wilkinson et al., 1999; Osmulski & 
Graczynska, 1998; Fujumura-Kamada et al., 1997; Davey et al., 1994; Suarez-
Rendueles et al., 1991) und im Rahmen des Genom-Sequenzierungsprojektes   
wurden bei S. pombe zahlreiche Proteasen beschrieben; darunter war jedoch 
keine, die eine Spaltung der Glutathionsynthetase katalysiert oder die eine 
ähnliche Erkennungssequenz hat. Falls es sich um eine zufällige Spaltung 
handelt, müßten in S. pombe weitere Proteine vorkommen, die die Sequenz der 
Spaltstelle beinhalten und die gezielt und spezifisch durch die Protease 
gespalten werden. Datenbankrecherchen ergaben eine Vielzahl von Proteinen, 
in denen eine den Aminosäuren 204 - 218 der Glutathionsynthetase ähnliche 
Sequenz oder Teile dieser Sequenz auftauchen. Eine BLAST Search mit der 
Sequenz IASD der Aminosäuren 216 - 219, die die Schnittstelle umgeben, 
lieferte mehr als 50 – zum Teil hypothetische – Proteine. Es ist jedoch nicht 
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bekannt, ob diese Proteine gespalten werden und welche Protease eine 
Spaltung katalysiert.  
 
 
4.4 Eine permutierte Variante der Glutathionsynthetase ist ein 
funktionales Enzym  
 
Da aus den getrennt codierten Subfragmenten der S. pombe-
Glutathionsynthetase ein enzymatisch aktives Protein gebildet wurde, lag nahe, 
daß eine permutierte Form des Proteins ebenfalls funktional sein könnte. Im 
Rahmen der Permutation wurden die Positionen des 24 kDa- und des 32 kDa-
Subfragmentes innerhalb des Proteins vertauscht und die beiden Fragmente 
über einen kurzen Linker verbunden. Homologe Expression lieferte ein 
funktionales Protein, dessen spezifische Aktivität im Bereich des Wertes für das 
Wildtyp-Protein lag.  
Dies bestätigt die für die S. pombe-Glutathionsynthetase modellierte Raum-
struktur. Die Lage der einzelnen Atome relativ zueinander und die räumliche 
Anordnung der Sekundärstrukturelemente im Modell kommen der tatsächlichen 
Struktur des Enzyms sehr nahe. Aus dem Strukturmodell war abgeleitet 
worden, daß eine zirkuläre Permutation der Glutathionsynthetase möglich sein 
sollte: N- und C-Terminus lagen in räumlicher Nähe und konnten daher über 
einen kurzen Linker verknüpft werden, während neue Termini durch Spaltung 
des Proteins innerhalb der ausschließlich bei S. pombe vorkommenden Region 
von 15 Aminosäuren an der Grenze zweier Domänen generiert werden 
konnten. Auf diese Weise wurde darüber hinaus das innerhalb der Evolution der 
Glutathionsynthetase postulierte Permutationsereignis experimentell nachvoll-
zogen.  
 
4.4.1 Zur Evolution der Glutathionsynthetase  
Die Permutation der Glutathionsynthetase fand im eukaryotischen Ast statt und 
führte zu einer zirkulären Verschiebung konservierter Sekundärstruktur-
elemente. Hierin liegt auch die Ursache für die fehlende Sequenzhomologie 
zwischen dem bakteriellen und den eukaryotischen Enzymen. Struktur-basierte 
Alignments zwischen dem E. coli und dem menschlichen Protein hingegen 
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zeigten einige gemeinsame konservierte Sekundärstruktur-Elemente (Polekhina 
et al., 1999). Nach Aufklärung seiner Struktur wurde das menschliche Protein 
der ATP-Grasp-Superfamilie zugeordnet, deren Prototyp die E. coli-
Glutathionsynthetase darstellt.  
Permutationen wurden im Rahmen der Evolution vieler Proteinfamilien 
beschrieben (Review nach Lindqvist & Schneider, 1997). Darüber hinaus 
existieren zahlreiche Beispiele für Proteine, die experimentell permutiert 
wurden, wie die Phosphoribosyl-Anthranilat-Isomerase (Luger et al., 1989), die 
Dihydrofolat Reductase (Nakamura & Iwakura, 1999; Iwakura et al., 2000) und 
die 5-Aminolevulinat-Synthase (Cheltsov et al., 2001).  
Permutationsereignisse stellten in vielen Fällen einen wichtigen Faktor der 
molekularen Evolution dar (Ponting & Russell, 2002). Permutationen ereignen 
sich durch Genduplikation, in frame-Fusion und partielle Deletion oder Mutation 
des resultierenden Tandem-Gens. Im 5’-Bereich des Tandem-Gens entsteht ein 
neues Start-Codon und an entsprechender Stelle im 3’-Bereich ein neues Stop-
Codon, woraus ein permutiertes Protein mit vertauschten N- und C-terminalen 
Regionen resultiert (Russell & Ponting, 1998; Jeltsch, 1999). Möglich ist auch, 
bei Vorkommen von Tandem-Repeats in Genen, daß ein permutiertes Protein 
durch Extraktion (Duplikation) des C-terminalen Bereichs eines Repeats 
gemeinsam mit dem N-terminalen Bereich des folgenden Repeats entsteht 
(Ponting & Russell, 1995).  
Im Falle der Glutathionsynthetase stellt das Protein aus E. coli eine  
ursprüngliche Form dar. Die Permutation ereignete sich innerhalb des 
eukaryotischen Gens früh in der Evolution, nach der Abzweigung des 
eukaryotischen Zweiges des Enzyms. Das permutierte Enzym aus S. pombe ist 
daher, verglichen mit dem Wildtyp-Enzym, der ursprünglichen Form der 
Glutathionsynthetase ähnlicher.  
Das struktur-basierte Alignment und die Überlagerung des menschlichen und 
des E. coli-Proteins zeigen, daß die ursprünglichen N- und C-terminalen 
Domänen der ATP-Grasp-Superfamilie – und damit auch der E. coli-
Glutathionsynthetase – in der mittleren Region des eukaryotischen Proteins, 
zwischen Helix α8 und Faltblatt β6, liegen. Diese Region beinhaltet auch die 15 
Aminosäuren (AS 204 - 218), die ausschließlich bei S. pombe vorkommen. Die 
C- und die N-terminale Domäne der ATP-Grasp-Superfamilie wurden in den 
  
Diskussion 
94 
eukaryotischen Enzymen durch die Genduplikation verbunden. Wahrscheinlich  
wurden die beiden Kopien des Gens zwar in frame fusioniert, nicht aber 
unmittelbar aneinander anschließend, d.h. zwischen ihnen befand sich eine 
„fremde“ DNA-Region. Diese könnte als Intron den codierenden Bereich des 
Gens unterbrochen haben und nach der Transkription durch Splicing entfernt 
worden sein.  
Aminosäuresequenz-Alignments der verschiedenen eukaryotischen Glutathion-
synthetasen zeigten – neben dem Insert von 15 Aminosäuren bei S. pombe – 
bei S. cerevisiae und P. angusta ebenfalls kürzere Einschübe, nicht jedoch bei 
A. thaliana und H. sapiens. Eine weitere mutmaßliche Glutathionsynthetase aus 
Leishmania major24 enthält an der entsprechenden Stelle ebenfalls ein längeres 
Insert. Das Vorliegen einer Exon-Grenze im menschlichen GSH2-Gen 3’-seitig 
von dem Einschub der 15 Aminosäuren im S. pombe-Protein – und damit N-
terminal von dem ursprünglichen N-Terminus der ATP-Grasp-Superfamilie – 
könnte auf einen Mechanismus hindeuten, durch den das Insert während der 
Evolution deletiert wurde. Das Insert in S. pombe ist – wie in dieser Arbeit 
gezeigt wurde – nicht essentiell, es besteht kein Selektionsdruck in Richtung 
auf seine Erhaltung. Durch eine Mutation in diesem Bereich kann es zu einer 
leicht verschobenen Excision des Introns gekommen sein, d.h. ein kurzer an 
das Intron angrenzender Bereich des Exons wurde in den Genen der höheren 
Eukaryoten mit ausgeschnitten und ging verloren. Andererseits könnte in den 
Genen der niederen Eukaryoten ursprünglich ebenfalls ein Intron vorgelegen 
haben, das aufgrund einer Mutation in der Erkennungssequenz nicht mehr 
korrekt ausgeschnitten wurde, so daß ein kurzer Bereich der Intronsequenz im 
Exon erhalten blieb. Die Interpretation hängt davon ab, ob das Insert bei S. 
pombe als Teil der ursprünglichen Intron- oder Exonsequenz angesehen wird.  
Die große Länge des Inserts in S. pombe – in Kombination mit der hohen 
strukturellen Variabilität in der Umgebung dieser Region, welche sich in der 
Anwesenheit weiterer kurzer Einschübe zeigt – könnte die Ursache für die 
beobachtete proteolytische Spaltung der S. pombe-Glutathionsynthetase sein.  
 
 
                                            
24 Conserved Domain Database, Accession Code cd00228 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) 
(2003) 
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4.5 Zur Toleranz der Glutathionsynthetase gegenüber 
Mutationen 
 
Die experimentell permutierte Glutathionsynthetase aus S. pombe ist funktional. 
Dies ist einerseits ein Indiz dafür, daß das Permutationsereignis, wie von 
Polekhina et al. (1999) beschrieben, in der Evolution des Enzyms stattgefunden 
haben könnte, und untermauert den oben skizzierten Weg der Evolution.  
Andererseits ist die Aktivität des permutierten Enzyms überraschend. Während 
kleinere Modifizierungen des Proteins wie Veränderungen seines N-Terminus 
(Wang & Oliver, 1997) und Punktmutationen wie bei der Mutante M379/8 (Al-
lahham et al., 1999) nicht toleriert werden, beeinträchtigen tiefgreifende  
strukturelle Veränderungen wie die Umordnung von Sekundärstrukturelementen 
durch die zirkuläre Permutation und die Fragmentierung des Proteins in 
getrennt codierte Subfragmente die Funktion des Proteins nicht. Die Expression 
eines einzelnen Subfragmentes gelang hingegen nicht. Dies bedeutet, daß die 
Entscheidung über die Funktionalität eines Proteins in der Zelle nicht 
unmittelbar nach der Translation einer kurzen N-terminalen Sequenz, sondern 
erst nach der Bildung des vollständigen Proteins fallen muß.  
Darüber hinaus wurde in S. pombe aus Subfragmenten der A. thaliana-
Glutathionsynthetase kein funktionales Protein gebildet. Bei den Hybrid-
proteinen aus S. pombe- und A. thaliana-Glutathionsynthetase könnte der 
Grund in einer strukturellen Inkompatibilität der einzelnen Fragmente liegen. 
Hier müßten Modelle dieser Proteine berechnet und basierend darauf weitere 
Aminosäuren verändert werden, um strukturell und funktionell wichtige 
Interaktionen zwischen einzelnen Aminosäureresten sicherzustellen. Auf das 
Protein aus zwei Subfragmenten der A. thaliana-Glutathionsynthetase traf die 
genannte Erklärung jedoch nicht zu. Wahrscheinlich wurden in diesem Fall die 
beiden Subfragmente in S. pombe nicht zusammengelagert, oder es erfolgte 
eine Interaktion, die aber nicht zur korrekten Faltung des Proteins führte. 
Anscheinend ist die Aktivität von Chaperonen in S. pombe recht spezifisch auf 
bestimmte Proteine gerichtet.  
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4.6 Ausblick  
 
Die Glutathionsynthetase der Spalthefe S. pombe kann als Modell für weitere 
Untersuchungen zur Proteinfaltung in S. pombe dienen.  
Weitere Hybridproteine könnten konstruiert werden, deren Fragmente, eventuell 
durch einen Linker getrennt, in Form eines durchgängigen Leserahmens auf 
einem Plasmid codiert sind. Die Expression in S. pombe würde zeigen, ob diese 
Proteine funktional sind.  
Außerdem könnte untersucht werden, inwieweit die Größen der Subfragmente 
der S. pombe-Glutathionsynthetase variiert werden können, damit noch ein 
enzymatisch aktives Protein gebildet wird. Dazu könnten willkürlich bestimmte 
Positionen innerhalb der Glutathionsynthetase als Grenze zwischen zwei 
Subfragmenten ausgewählt werden; die Subfragmente könnten von zwei 
verschiedenen Plasmiden aus homolog in S. pombe exprimiert werden.   
 
Weiteren Aufschluß über die Faltung der Glutathionsynthetase würden auch 
DSC- (Differential Scanning Calorimetry) Studien der einzelnen Varianten der 
S. pombe-Glutathionsynthetase liefern. Nach thermischer Denaturierung 
könnten Versuche zur in vitro-Renaturierung der Proteine und ihrer 
Abhängigkeit von der Anwesenheit molekularer Chaperone durchgeführt 
werden.  
Besonders interessant wäre, ob und wie die Faltung des Heterotetramers aus 
den getrennt codierten Subfragmenten in vitro abläuft. Hierzu müßten unter 
anderem die 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmente der S. pombe-
Glutathionsynthetase einzeln isoliert werden. Eine Möglichkeit stellt die  
Trennung der beiden Subfragmente des reinen Heterotetramers durch 
Techniken wie präparative HPLC oder durch Elektroelution nach SDS-PAGE 
dar. Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Experimente zeigten jedoch, daß  
bei beiden Verfahren zum einen die Ausbeute sehr gering war, zum anderen 
die Proteine denaturiert vorlagen. Eine Renaturierung durch Dialyse gelang 
weder bei diesem Protein noch bei dem als Kontrolle verwendeten 
homodimeren Enzym. Eine Alternative wäre, die beiden Subfragmente einzeln 
in verschiedenen Stämmen eines Wirtsorganismus heterolog zu exprimieren  
und aufzureinigen. Die heterologe Expression könnte in E. coli oder in einem 
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eukaryotischen Wirt wie S. cerevisiae oder Pichia pastoris erfolgen. Wie in einer 
Forschungsarbeit25 gezeigt wurde, führte eine Expression der Wildtyp-Form der 
Glutathionsynthetase in E. coli zu einem enzymatisch aktiven Protein. Daher 
wären fehlende posttranslationale Modifizierungen wie Glykosylierungen und 
Phosphorylierungen als Ursache für eine mögliche mangelnde Aktivität eines 
Enzyms aus den aus E. coli aufgereinigten einzelnen Subfragmenten 
auszuschließen. P. pastoris als Expressionswirt böte jedoch den Vorteil, daß 
die Proteine sekretiert und ohne Zellaufschluß in reiner Form direkt aus dem 
Medium isoliert werden könnten. Hierbei wäre allerdings die Stabilität der 
Proteine im Medium während der Dauer der Expression zu prüfen.  
Mit Hilfe von DSC-Messungen ließen sich darüber hinaus auch 
thermodynamische Eigenschaften der Proteine bestimmen. Die verschiedenen 
Varianten der Glutathionsynthetase sollten sich beispielsweise – in 
Abhängigkeit von ihrem Aufbau aus verschiedenen Untereinheiten – hinsichtlich 
ihrer thermischen Stabilität unterscheiden.  
 
Ein weiterer wichtiger Aspekt wäre die Überprüfung einer möglichen 
physiologischen Funktion der proteolytischen Spaltung der Glutathion-
synthetase.  
Ein möglicher physiologischer Sinn der Spaltung der S. pombe-
Glutathionsynthetase könnte in einer Regulation der enzymatischen Aktivität 
liegen. Um dies zu untersuchen, müßten integrative Transformationen einer 
GSH2-Disruptante mit den Histidin-getaggten Konstrukten des Wildtyp-Proteins 
und des Proteins nach Deletion der Aminosäuren 204 - 218 durchgeführt 
werden. Die einzelnen Stämme könnten Unterschiede hinsichtlich des 
Wachstums oder das Verhaltens unter besonderen Umweltbedingungen wie 
oxidativem Streß zeigen.  
In diesem Zusammenhang könnte auch untersucht werden, welche 
Auswirkungen eine Insertion des 15 Aminosäuren großen Einschubs der S. 
pombe-Glutathionsynthetase in die Glutathionsynthetase aus A. thaliana auf die 
Struktur und Funktion dieses Proteins hat. Zudem würde eine Expression der S. 
pombe-Glutathionsynthetase in S. cerevisiae zeigen, ob dieses Protein hier 
ebenfalls gespalten wird und welche Folgen dies hat.  
                                            
25 V. Schlösser, mündliche Mitteilung (11.03.2003) 
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Darüber hinaus könnten Versuche zur Identifizierung der Protease durchgeführt 
werden.  
Durch Zymographie wurden Proteasen im Zellextrakt von S. pombe sowie in 
den die Glutathionsynthetase enthaltenden Fraktionen der Ni2+-Affinitätschro-
matographie nachgewiesen. Es muß sich jedoch hierbei nicht um die Protease 
handeln, welche die Spaltung der Glutathionsynthetase katalysiert. Mit Hilfe der 
Zymographie können außerdem nur solche Proteasen detektiert werden, die 
unter den gewählten Bedingungen das angebotene Substrat abbauen. Ein 
Großteil der im Zellextrakt vorliegenden Proteasen war also möglicherweise 
durch dieses Verfahren nicht nachweisbar.  
Mit Hilfe der Zwei-Hybrid-Technik könnte eine Interaktion der 
Glutathionsynthetase mit sämtlichen anderen Proteinen einer S. pombe 
Genbank untersucht und möglicherweise die Protease eindeutig identifiziert 
werden. Interagierende Proteine müßten exprimiert, aufgereingt und auf 
proteolytische Aktivität getestet werden.  
Die genaue Erkennungssequenz der Protease könnte bestimmt werden, indem 
ein markiertes Peptid der 15 Aminosäuren der S. pombe-Glutathionsynthetase 
bzw. Subfragmente dieses Peptids mit der Protease inkubiert werden. MALDI-
TOF-MS würde zeigen, ob und an welcher Position eine Spaltung erfolgt. 
Essentielle Reste der Erkennungssequenz könnten durch Aminosäure-
substitutionen an einzelnen Positionen lokalisiert werden.  
 
Die permutierte Form der S. pombe-Glutathionsynthetase könnte weiter 
untersucht werden. Ein möglicher Einfluß der Permutation auf katalytische 
Eigenschaften des Enzyms könnte durch Bestimmung kinetischer Parameter 
und Vergleich mit dem Wildtyp-Enzym ermittelt werden.  
 
Ein weiterer Aspekt besteht in der Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse 
der S. pombe-Glutathionsynthetase.  
Solche Konditionen des ersten Screens sollten weiter untersucht werden, unter 
denen nicht große Kristalle, sondern Mikrokristalle oder Aggregate beobachtet 
wurden. Möglicherweise handelte es sich hierbei um Protein. Vor allem sollten 
auch andere präzipitierende Agenzien abgesehen von PEG und MPD in 
Betracht gezogen werden. Ein Ammoniumsulfat-Grid-Screen beispielsweise, 
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bei dem das Protein unterschiedlichen Konzentrationen an Ammoniumsulfat bei 
verschiedenen pH-Werten ausgesetzt wird, könnte günstige Konditionen für 
eine Kristallisation anzeigen. Darüber hinaus sollte die Reinheit der 
Proteinpräparationen durch weitere chromatographische Schritte erhöht 
werden, um Verunreinigungen zu entfernen, die bei gelelektrophoretischer 
Untersuchung nicht sichtbar waren. Kleinste Verunreinigungen können die 
Kristallisation eines Proteins empfindlich stören. Möglicherweise würde auch 
der Zusatz von Substrat- oder Produktmolekülen eine Kristallisation der 
Glutathionsynthetase begünstigen.  
Die Kristallstruktur der Wildtyp-Form der Glutathionsynthetase sollte mit den 
veränderten Varianten verglichen werden. Besonders wäre hierbei die 
räumliche Lage des Inserts von 15 Aminosäuren interessant, zumal in der 
Kristallstruktur der Glutathionsynthetase aus S. cerevisiae (Gogos & Shapiro, 
2002) für die entsprechende Region dieses Enzyms keine Elektronendichte-
Verteilung ermittelt wurde.  
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5 Zusammenfassung  
 
Die Glutathionsynthetase der Spalthefe S. pombe war in der Literatur – im 
Gegensatz zu den homodimeren Proteinen anderer eukaryotischer Organismen 
– als Heterotetramer aus zwei „großen“ 33 kDa- und zwei „kleinen“ 26 kDa-
Untereinheiten beschrieben worden. Die „große“ Untereinheit war dem 3’-
Bereich des GSH2-Gens zugeordnet worden.  
 
Aminosäure-Alignments mit anderen eukaryotischen Glutathionsynthetasen 
ergaben jedoch Homologie über den gesamten Bereich des durch den 
vollständigen GSH2-Leserahmen codierten 56 kDa-Proteins.  
Auf der Basis dieser Alignments sowie der Kristallstruktur des menschlichen 
Enzyms wurde ein Strukturmodell der S. pombe-Glutathionsynthetase 
berechnet. Dies zeigte, daß das Protein aus S. pombe dem menschlichen 
Protein strukturell sehr ähnlich ist und daß essentielle Reste zur Bindung der 
Substrate und Cofaktoren zwischen beiden Enzymen hoch konserviert sind. Die 
einzige Abweichung bildet eine Region von 15 Aminosäuren (AS 204 - 218), die 
ausschließlich bei S. pombe vorkommt.  
 
Das GSH2-Gen von S. pombe wurde kloniert, mit einem C-terminalen Histidin-
Tag markiert und homolog exprimiert. Das Protein wurde nach zwei 
affinitätschromatographischen Schritten rein erhalten.  
Das Protein lag in zwei verschiedenen Formen vor: Zum einen wurde ein 
Homodimer, aufgebaut aus zwei 56 kDa-Untereinheiten, zum anderen ein 
Heterotetramer, zusammengesetzt aus zwei „kleinen“ 24 kDa- und zwei 
„großen“ 32 kDa-Subfragmenten nachgewiesen. Beide Formen zeigten 
Glutathionsynthetase-Aktivität.  
 
Sowohl das Homodimer als auch das Heterotetramer werden durch das GSH2-
Gen codiert. Die 56 kDa-Untereinheit des Homodimers ist das Produkt des 
gesamten GSH2-Leserahmens. Die „kleine“ Untereinheit wurde durch MALDI-
TOF-MS und Peptide Mapping dem 5’-Bereich des GSH2-Gens zugeordnet.  
Das 24 kDa- und das 32 kDa-Protein entstehen durch proteolytische Spaltung 
aus dem 56 kDa-Protein, wobei ersteres das N-terminale, letzteres das C-
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terminale Subfragment darstellt. Katalysiert wird die Spaltung, wie anhand von 
Protease-Inhibitions-Tests gezeigt wurde, durch eine Metalloprotease. Die 
Spaltstelle wurde durch N-terminales Ansequenzieren und durch MALDI-TOF-
MS zwischen den Aminosäuren Alanin und Serin an den Positionen 217 und 
218 lokalisiert.  
 
Durch in vitro-Mutagenese wurde eine stabile homodimere Form der 
Glutathionsynthetase aus zwei 56 kDa-Untereinheiten erzeugt. Dazu wurde 
eine Region um die Schnittstelle herum – die Aminosäuren 204 - 218, welche 
nur im Protein von S. pombe vorkommen – deletiert. Das Protein war in vivo 
und in vitro enzymatisch aktiv.  
 
Die Regionen der Subfragmente wurden unabhängig voneinander kloniert und 
von zwei unterschiedlichen Vektoren aus in S. pombe exprimiert. Es wurde ein 
heterotetrameres Enzym aus je zwei 24 kDa- und 32 kDa-Subfragmenten 
isoliert. Dieses Protein war sowohl in vivo als auch in vitro katalytisch aktiv, d.h. 
die getrennt codierten Subfragmente lagerten sich in der Zelle zusammen und 
nahmen eine korrekte Faltung ein.  
 
Eine zirkuläre Permutation der S. pombe-Glutathionsynthetase, bei der die 
Positionen der beiden Subfragmente innerhalb des Proteins vertauscht wurden, 
lieferte ebenfalls ein funktionales Enzym.  
In einem Permutationsereignis während der Evolution liegt wahrscheinlich die 
Ursache für die in S. pombe zusätzlich vorkommenden 15 Aminosäuren. Das 
Vorhandensein einer Exon-Grenze in dem entsprechenden Bereich des 
menschlichen Gens könnte einen Mechanismus anzeigen, durch den das Insert 
im Laufe der Evolution der Metazoen eliminiert wurde.  
 
Durch ein Screening zur Kristallisation der S. pombe-Glutathionsynthetase 
wurden einige Konditionen identifiziert, unter denen das Protein kristallähnliche 
Aggregate bildet. Um Monokristalle zu erhalten, die für eine röntgen-
kristallographische Untersuchung geeignet sind, bedarf es jedoch weiterer 
Optimierung.  
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In dieser Arbeit wurde insgesamt die außergewöhnliche, von anderen 
eukaryotischen Enzymen abweichende Struktur der Glutathionsynthetase aus 
S. pombe aufgeklärt. Die Theorie einer Permutation innerhalb der Evolution des 
Enzyms wurde experimentell nachvollzogen. Außerdem zeigte die homologe 
Expression einiger Varianten der Glutathionsynthetase, daß S. pombe einen 
geeigneten Modellorganismus zur Untersuchung von Mechanismen der 
Prozessierung und Faltung von Proteinen in der Zelle darstellt.  
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6 Summary  
 
In the literature the enzyme glutathione synthetase of the fission yeast S. 
pombe had been described – in contrast to the homodimeric enzymes of other 
eucaryotic organisms – as a heterotetramer composed of two „large“ 33 kDa 
and two „small“ 26 kDa subunits. The „large“ subunit had been assigned to the 
3’ region of the GSH2 gene.  
 
The sequences of the 56 kDa protein encoded by the full length S. pombe 
GSH2 open reading frame and glutathione synthetases from other eukaryotes 
show high levels of homology over the whole alignment.  
Based on this alignment and on the x-ray coordinates of the human enzyme, a 
structural model of the fission yeast glutathione synthetase was produced. 
According to this model, the structure of the fission yeast protein is very similar 
to its human ortholog. The amino acid residues essential for binding of the 
substrates and cofactors are highly conserved between the two enzymes. The 
only striking difference involves a 15 amino acid segment (residues 204 - 218), 
which only exists in the fission yeast protein.  
 
The S. pombe GSH2 gene was cloned, and a histidine-tag was attached to the 
C-terminus of the protein. The protein was expressed in S. pombe and purified 
by two-step affinity chromatography.  
The recovered enzyme occurred in two different forms: a homodimeric protein 
consisting of two identical 56 kDa subunits and a heterotetrameric protein 
composed of two “small” 24 kDa and two “large” 32 kDa subfragments. Both 
variants showed glutathione synthetase activity.  
 
Both the homodimer and the heterotetramer are encoded by the GSH2 gene. 
The 56 kDa subunit corresponds to the complete GSH2 open reading frame. By 
MALDI-TOF-MS and peptide mapping, the “small” subfragment was assigned to 
the 5’ area of the open reading frame.  
The 24 kDa and the 32 kDa proteins are produced following proteolytic 
cleavage of the 56 kDa protein. The 24 kDa protein represents the N-terminal, 
the 32 kDa protein the C-terminal subfragment.  
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Protease inhibition experiments showed that the protease responsible for 
cleaving belongs to the metalloproteases class. The cleavage site is localized 
between the amino acid residues alanine and serine at positions 217 and 218, 
as determined by N-terminal sequencing and MALDI-TOF-MS.  
 
Site-directed mutagenesis was performed to obtain a stable homodimer: The 
region around the cleavage site – the amino acid residues 204 - 218 – which 
only occur in the fission yeast protein, were deleted. The protein was 
enzymatically active in vivo and in vitro.  
 
The regions of the subfragments of glutathione synthetase were subcloned and 
co-expressed in S. pombe as independent proteins. A heterotetrameric protein, 
composed of two 24 kDa and 32 kDa subfragments each, was isolated. The 
protein was functional in vivo and in vitro, which means that the subfragments 
assemble correctly within the cell.  
 
Moreover, a permuted version of the fission yeast glutathione synthetase was 
created by interchanging the positions of the two subfragments within the 
protein. The permutation yielded a catalytically active protein.  
The presence of the additional 15 amino acid residues in the fission yeast 
protein may trace back to a permutation event during the evolution of 
glutathione synthetase. The presence of an exon boundary in the respective 
region of the human gene might indicate the mechanism by which the insert 
was eliminated during the evolution of metazoans.  
 
In a crystallization screen of the S. pombe glutathione synthetase several 
conditions were identified under which the protein formed glassy aggregates, 
similar to very small crystals. In order to get bigger monocrystals, suitable for x-
ray structure analysis, the conditions will have to be further optimized.  
 
As a result, the extraordinary subunit structure of the fission yeast glutathione 
synthetase was clarified by this work. The theory of a permutation event during 
the evolution of the enzyme was reproduced experimentally. Furthermore, the 
homologous expression of several variants of glutathione synthetase showed 
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that S. pombe can serve as a model organism to provide insight into the 
mechanisms of protein processing and folding within the cell.   
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